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Zur Theorie der mitogenetischen Strahlung. 


Von 


M. Moissejewa. 


(Aus dem botanischen Laboratorium des Instituts fiir professionelle 
Ausbildung in Kiew.) 


(Eingegangen am 8. August 1931.) 
Mit 2 Abbildungen und 15 Diagrammen im Text. 


I. 

Mit jedem Tage erweitert sich die Hypothese tiber die mitogene- 
tische Strahlung mehr und mehr, dauernd erscheinen neue Arbeiten, 
in denen einzelne Fragen iiber dieses interessante und wichtige Problem 
geklirt und vertieft werden; indessen ist aber das erste Glied der Tat- 
sachenkette, auf welcher das ganze System gegriindet ist, bis jetzt 
noch nicht bestatigt worden und wird bis jetzt noch angezweifelt. 
Dieses Glied ist das klassische Experiment von A. G.Gurwitsch: Die 
Induktion einer Wurzel durch eine zweite. 

Soviel mir bekannt ist, wurde dieser Versuch in sieben Laboratorien 
durchgefiihrt. Ein Teil der Forscher bestatigt die Daten Gurwitschs 
(Magrou, Siebert, Reiter und Gabor), andere glauben, diese Daten be- 
stétigen zu kénnen, was aber andere Forscher und sogar Gurwitsch 
selbst bestreiten (Wagner), und die dritten endlich sprechen sich mehr 
oder weniger entschieden gegen die Daten Gurwitschs aus (Birjukow, 
Schwarz, Rossmann und von Gutenberg). 

Es muB gesagt werden, daB fast jeder Forscher diese Frage von 
einer anderen Seite betrachten wollte oder die Methodik von Gurwitsch 
zu verbessern wiinschte und daher etwas Eigenes hineinbrachte, was 
die Resultate der Versuche von Grund aus verandern konnte. 

Indessen hat die Bestatigung oder Nichtbestatigung gerade dieses 
Versuchs eine sehr groBe theoretische Bedeutung: ein positives Ergebnis 
der Kontrolle wiirde endgiiltig von einer richtigen Fragestellung im 
allgemeinen und von einer biologischen Induktion auf Entfernung im 
speziellen zeugen. Ein negatives Ergebnis hingegen, besonders, wenn 
es mit der Entdeckung einer anderen Quelle der Symmetriestérung 
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bei der Verteilung der Mitosen in der Zwiebelwurzel in Experimenten 
nach Gurwitsch verbunden ware, wiirde die Frage nach der biologischen 
Induktion offen lassen und AnlaB geben, anzunehmen, daB bei An- 
wendung auch anderer Methoden (z. B. der Hefenmethode) ebensolche 
oder analoge Fehler und Ungenauigkeiten vorkommen kénnen, und 
uns veranlassen, nicht nur alle Versuche mit der mitogenetischen 
Strahlung, sondern auch die theoretischen Erwaigungen viel kritischer 
zu behandeln. Deshalb muBten die klassischen Versuche Gurwitschs 
noch einmal genau wiederholt werden, und zwar unter Beriicksichtigung 
seiner eigenen Methodik ohne jegliche Veranderungen. 


Ich beschrinkte mich bei meiner Untersuchung nur auf einen 
Versuch von Gurwitsch, namlich auf die Induktion einer Zwiebelwurzel 
durch eine Wurzel derselben Pflanze (nur bei einigen Versuchen wurde 
als Induktor Hefe verwendet). 


II. 


Die ersten Kontrollversuche tiber die Induktion einer Wurzel durch 
eine andere unternahm ich im Winter 1925/26. Als Detektor priifte ich 
Wurzeln von Ornithogalum, Gladiolus, Scilla, Tulipa und Allium cepa. Die 
Wurzeln der letzteren dienten mir in allen Versuchen als Induktor. Die 
Ergebnisse dieser Versuche wurden im Sommer 1928 endgiiltig zusammen- 
gefaBt, wobei es sich erwies, da8 nur die Wurzeln der Zwiebel und Tulpe 
auf die Induktion reagieren. 

Diese Daten wurden nicht rechtzeitig ver6ffentlicht, und spater, nach 
dem Erscheinen der Arbeiten von Wagner, Rossmann und Schwarz, ver- 
loren sie gewissermaBen ihre Bedeutung: Gurwitschs Daten muBten nicht 
nur bestétigt oder bestritten werden, sondern es muBte auch erklart werden, 
weshalb verschiedene Forscher bei der Anwendung einer annaéhernd gleichen 
Methodik verschiedene Resultate erhielten. 


Auf eine liebenswiirdige Einladung von Prof. A.G.Gurwitsch hin 
fuhr ich im Herbst 1928 nach Moskau, wo ich unter seiner persénlichen 
Leitung die Versuchsmethodik und die Methodik der Bearbeitung des 
Versuchsmaterials und der Mitosenzihlung kennen lernte. Nach meiner 
Riickkehr aus Moskau konstruierte ich mir eine Vorrichtung, die in all- 
gemeinen Ziigen der von Gurwitsch ahnlich war und mit deren Hilfe man 
die Induktionsversuche ebenso genau wie im Laboratorium von Gurwitsch 
durchfiihren konnte?. 

Da ich die Versuche nach Gurwitsch durchfiihrte, war ich bestrebt, 
die Bearbeitung des Versuchsmaterials ebenfalls nach Gurwitsch vorzu- 
nehmen: 3 bis 4 Stunden Fixierung nach Bouin und ebenso lange der Reihe 
nach in 96 °,igem, absoluten Alkohol, Xylol und Paraffin. Aus dem absoluten 
Alkohol wurde das Wurzelende unmittelbar in Xylol, und aus dem Xylol 
(zu seiner Zeit) unmittelbar in Paraffin (Temperatur 52°) iibergefiihrt. 


1 Ein Schiiler von Gurwitsch, S.J.Salkind, sah waihrend  seines 
Aufenthalts in Kiew im Friihjahr 1930 meine Vorrichtung und fand sie 
vollkommen gentigend. 
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Darauf wurden die Wurzeln der Lange nach in 10 « dicke Scheiben 
zerlegt und, wie gew6hnlich, mit Eisenhaématoxylin gefarbt. 

Es muBte nur die Methodik der Mitosenzihlung geiéndert werden. 

Da Gurwitsch unterstreicht, daB ein EinfluB der Induktion durch eine 
biologische Quelle nur in drei bis fiinf 4uBeren Zellreihen der Wurzel beob- 
achtet wird, wandte ich die Methode von Schwarz an, d.h. ich zéhlte die 
Mitosen nicht auf den ganzen Halften des Schnittes, sondern nur in der 
Peripheriezone jeder Halfte. Von der Wurzelhaube angefangen, schob ich 
das Praparat weiter und zéhlte auf jeder Seite alle Mitosen in einer Zone, 
die aus dem Dermatogen und Periblem bestand und 200 4 breit war. Diese 
Zahlungsmethodik hat eine Reihe von Vorziigen: 1. Man konnte die Zahlung 
verkiirzen und in verhaltnismaBig kurzer Zeit eine groBe Menge von Material 
untersuchen und dabei vollkommen sicher sein, daB die Zahlung fehlerlos 
gemacht wurde. 2. Die Zahlung brauchte nicht auf zehn bis zwélf Schnitte 
beschrankt zu werden, in denen ein Plerom vorhanden ist, man konnte 
auch Schnitte verwerten, die nur aus dem Periblem bestanden; das war in 
jenen Fallen notwendig, wenn die Zentrierung wahrend des Versuchs 
durch Kriimmung des Detektors oder Induktors sich veranderte. (Bei den 
ersten Versuchen zahlite ich die Mitosen in 12 bis 20 Schnitten, spéaterhin 
dagegen in 25 bis 35 Schnitten, wahrend ich die &4uBeren schmalen Schnitte 
gewohnlich nicht verwertete.) 3. Bei einer solchen Zahlung miissen die 
durch die mittlere, neutrale Zone nicht beeintrachtigten Resultate deutlicher 
hervortreten. , 

Was die Zahlung der Mitosen selbst anbetrifft, so entstanden bei mir 
keinerlei Zweifel. Ich zahlte zweimal alle Mitosen, von den friihen Pro- 
phasen angefangen bis zu den Telophasen: das erste Mal gleich nach der 
Fertigstellung des Praparats (vorlaufige Zahlung), und das zweite Mal 
zuweilen nach einigen Tagen oder selbst Wochen nach der ersten Zahlung 
(endgiiltige Zahlung). Und, trotzdem ich wahrend der zweiten Zahlung 
nicht in die Resultate der ersten Zaéhlung hineinblickte, war der Unterschied 
in allen Fallen sehr unbedeutend — 2 bis 3 Mitosen (wenn der Unter- 
schied zwischen zwei Zahlungen gr6Ber war, zihlite ich noch einmal, und 
notierte das arithmetische Mittel). Um nun eine psychische Beeinflussung 
zu vermeiden, gestaltete ich die Zahlung so, daB ich bis zum Ende der Zéhlung 
aller Schnitte nicht wuBte, an welcher Seite der Wurzel sich das scharfe 
Ende des Schnittes befindet, und ob ich eine induzierte Wurzel oder eine 
Kontrollwurzel vor mir hatte. , 

Bei den Induktionsversuchen schenkte ich groBe Aufmerksamkeit der 
Zentrierung der Versuchswurzel. Die Zentrierung wurde als geniigend 
betrachtet, wenn der mittlere Teilungsstrich des horizontalen Mikroskops 
die Wurzel des Detektors in zwei Halften teilte und mit dem Punkte zu- 
sammenfiel, welcher die éuBerste Spitze des Induktors bestimmte. Jede 
Lageverinderung der Versuchswurzeln wahrend des Versuchs wurde pro- 
tokolliert. Fiir die Versuche nahm ich ausschlieBlich gesunde, am Licht 
gezogene Wurzeln. Da ,,fiir die Symmetrie nur eine unbedingte Geradheit 
der Wurzelspitze, d.h. ungefahr der letzten 1,5 bis 2 em. notwéndig ist* 
(Gurwitsch 1928, 8.184), so wurden fiir die Versuche streng symmetrische 
und bis ans Ende gerade Wurzeln sorgfiltig ausgesucht. In den ersten 
Versuchsserien beachtete ich die Kriimmungen, welche 2 bis 3cm_ iiber 
der Wurzelspitze lagen, nicht, da diese Kriimmungen sich gewohnlich tiber 
dem Trichterréhrchen oder im erweiterten Teile desselben befanden und 
nach Gurwitsch keinen EinfluB auf die Verteilung der Mitosen in der Wurzet 
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ausubten. Die Zwiebel wurde in zwei bis drei Teile zerschnitten, von welchen 
ein Teil zur Induktion und der andere zur Kontrolle benutzt wurde. Die 
Versuche wurden im Hellen durchgefiihrt, und da ich annahm, daB eine 
ungleichmaBige Beleuchtung die Verteilung der Mitosen  beeinflussen 
kénnte, stellte ich die Vorrichtung so auf, daB die Lichtrichtung senkrecht 
zum Induktor lag. Dadurch befanden sich beide Seiten der Wurzel 
sowohl die induzierte, wie auch die entgegengesetzte hinsichtlich der 
Beleuchtung in gleichen Verhaltnissen. Die Induktionsrichtung bestimmte 
ich ebenfalls nach Gurwitsch, indem ich die Wurzel parallel dem Induktor 
mit einer Stecknadel durchstach und das Ende so abschnitt, daB das scharfe 
Schnittende die Induktionsrichtung anzeigte. 

Die Prozente sind beziiglich der nicht induzierten Seite (oder bei 
den Kontrollwurzeln der ihr entsprechenden Seite) ausgerechnet. Ich 
zog im Text nur die Plus- und Minuseffekte iiber 15°,, in Betracht, da in 
einigen aus Gurwitschs Laboratorium hervorgegangenen Arbeiten (Potozky 
und Zoglina) ein Pluseffekt von 15°, augenscheinlich als geniigend be- 
trachtet wurde. 

Das Ziel meiner Untersuchung war, festzustellen, weshalb verschiedene 
Forscher bei annéhernd gleicher Methodik verschiedene Resultate erhielten, 
und deshalb fiihrte ich nicht nur die tadellos verlaufenden Versuche bis 
zu Ende, sondern auch solche, in denen gewisse Fehler und Fahrlassigkeiten 
bemerkt wurden. 


III. 

Vor dem Beginn der Induktionsversuche war es notwendig, die 
Tauglichkeit des Versuchsmaterials der vorliegenden Untersuchung 
festzustellen, d. h. es muBte gepriift werden, ob eine Symmetrie in der 
Verteilung der Mitosen bei den auBerlich symmetrischen Wurzeln vor 
dem Versuch besteht. 


Um dieses zu priifen, untersuchte ich zw6lf Wurzeln, von denen ein 
Teil abgeschnitten und fixiert wurde, gleich nach dem die Zwiebel das 
erste Mal aus dem Wasser genommen war; den anderen Teil priifte ich 
spater, nachdem ein Induktionsversuch mit einer Wurzel derselben Zwiebel 
angestellt worden war. Von dem Zeitpunkt, wo die Zwiebel zum ersten 
Male aus dem Wasser genommen wurde, bis zur Fixierung der Wurzel 
vergingen | bis 2 Stunden. Wahrend dieser Zeit muBte die Zwiebel drei- 
bis viermal aus dem Wasserglas genommen werden, und jedesmal, wenn 
die Zwiebel ins Glas zuriickgelegt wurde, wurden die Wurzeln, selbst beim 
vorsichtigsten Manipulieren, etwas gebogen und gedriickt, da sie die Glas- 
rander streiften. 

Es erwies sich, daB das Material vollkommen tauglich war, da alle 
Wurzeln eine fast vollstandige Symmetrie (s. Diagr. 1) in der Verteilung der 
Mitosen aufwiesen. Jedoch wurde in einigen Wurzeln der Uberschu8 auf 
einer Seite und auf einigen Schnitten der Reihe nach beobachtet, was die 
Symmetrie etwas stérte. Diese Diagramme (s. Diagr. 2) entsprechen jenen 
Wurzeln, welche nach mehrmaliger Herausnahme der Zwiebel aus dem 
Wasser fixiert wurden. 


Auf Grund dieser Daten kann gefolgert werden, erstens, da} die 
gleich nach dem Herausnehmen der Zwiebeln aus dem Wasser von ibr 
abgetrennten Wurzeln bei auBerer Symmetrie auch eine symmetrische 
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Verteilung der Mitosen aufweisen, und zweitens, dab jede mehr oder 
weniger bedeutende Asymmetrie am Ende des Experiments die Folge 
einer Einwirkung auBerer Faktoren ist. 

Nach dieser vorangehenden Untersuchung konnten die Induktions- 
versuche begonnen werden. 
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Diagr. 1 und 2 vor dem Versuch geschnittene Wurzeln; Diagr. 7 und 
8 gestreifte; Diagr. 3, 4, 5, 6. 9a, 10a, lla und 12a durch Zwiebelwurzeln 
induzierte; Diagr. 9b, 10b. 11b und 12b Kontrollwurzeln zu den letzteren ; 
Diagr. 13, 14 und 15 durch Hefe induzierte. Auf den Abbildungen ist der 
mittlere Schnitt durch ein Kreuzchen bezeichnet. 
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IV. 

Bevor ich die systematische Kontrolle des klassischen Versuchs 

von Gurwitsch begann, machte ich einige Orientierungsversuche, um 
die Arbeitsbedingungen sorgfaltiger kennenzulernen (z. B. ob die 
Rohren in der Vorrichtung gut angepaBt sind, wo man die Vorrichtung 
am besten aufstellte usw.). Bei der Untersuchung des Versuchs- 
materials erwies es sich, daB auf den Zentralschnitten der induzierten 
Wurzeln auBer einem Pluseffekt zuweilen auch ein Minuseffekt beob- 
achtet wurde, d. h. auf der ,,beleuchteten*‘ Seite waren weniger Mitosen 
als auf der anderen Seite. Wie ich damals dachte, konnte diese Er- 
scheinung von zwei Ursachen abhangen: entweder von einer bakteriellen 
Infektion der Réhrchen (erginzende Induktion von Seiten der Bakterien), 
oder von der Reibung, dem Streifen und dem Druck des Detektors 
wahrend des Versuchs und der Priifung der Zentrierung, namentlich, 
wenn die Roéhrchen nicht geniigend gut der Vorrichtung angepabt 
aren. Deshalb wurden die Réhrchen der Vorrichtung nach jedem 
Versuch mit Alkohol ausgewaschen oder ausgegliiht. AuBerdem wurden 
die Versuche mit sorgfaltig angepaBten Roéhrchen und sehr vorsichtig 
ausgefiihrt, um nach Méglichkeit einen Druck oder eine Reibung des 
Detektors zu vermeiden. 

Von 18 induzierten Wurzeln der ersten Versuchsserie wiesen 14 
Wurzeln einen bedeutenden Pluseffekt auf, d.h. es waren auf der 
dem Induktor zugekehrten Seite mehr Mitosen vorhanden als auf der 
gegeniiberliegenden Seite, bei einer Wurzel bestand ein Minuseffekt, 
und drei Wurzeln erwiesen sich als symmetrisch. Die Kontrollwurzeln 
wiesen, bis auf eine (mit einem Minuseffekt), volle Symmetrie auf. 
Bei einem aufmerksameren Studium der betreffenden Diagramme 
kénnen wir jedoch feststellen, daB nur eine Wurzel den Forde- 
rungen Gurwitschs mehr oder weniger entspricht (ein Uberschu8 um 
20 bis 30° auf fiinf bis sieben Mittelschnitten), wahrend auf den iibrigen 
Wurzeln der Uberschu8 entweder bedeutend breiter ist, einen Streifen 
von neun bis zw6élf und mehr Schnitten umfaBt (was bei den meisten 
Wurzeln beobachtet wird, s. Diagr. 3), oder stark seitwarts verschoben 
ist (Diagr. 4), oder endlich mit einem recht starken Minuseffekt einher- 
geht, d. h. einen Uberschu8 auf einigen Schnitten der nicht induzierten 
Seite aufweist (Diagr. 5). Aus den Versuchsprotokollen geht aber hervor, 
daB in dieser Serie fast jedesmal wahrend des Versuchs eine Lage- 
veranderung des Induktors (zuweilen um | bis 2 Teilstriche des Okular- 
mikrometers des horizontalen Mikroskops) beobachtet wurde. Auf 
diese Weise konnte der breite Induktionsstreifen oder die Verschiebung 
desselben mit den Umstanden erklart werden, die den Versuch be- 
gleiteten. In einigen Protokollen ist angefiihrt, daB der Detektor 
wahrend der Einfiihrung in das untere Réhrchen dasselbe etwas streifte. 
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Der leichte Druck oder eine geringe Reibung erklairen vielleicht den 
Minuseffekt in allen oder jedenfalls in manchen Schnitten. 

Wenn der Pluseffekt auf 9 bis 15 Schnitten wirklich die Folge 
einer Induktion war, so kénnte man erwarten, daB bei sorgfaltiger und 
gelungener Durchfiihrung des Versuchs auf der induzierten Seite zwei 
Pluseffekte erzielt werden kénnen. Dazu miibte man wahrend einer 
kurzen Zeit (20 bis 40 Minuten!) einen Teil der Detektorwurzel indu- 
zieren, der unter dem EinfluB der Induktorstrahlen stehen wiirde, 
welche eine Richtung hatten, die einer durch die Detektorachse gehenden 
Ebene entsprache (d. h. wie gew6hnlich); darauf miiBte man den Induktor 
um 0,05 mm nach rechts oder nach links verschieben, damit eine Stelle 
bestrahlt wird, welche 50 4 von der ersten entfernt ist. Da im letzteren 
Falle die Strahlen des Induktors nicht normal verlaufen, so wiirde ein 
Teil der Strahlen vermutlich vom Detektor zuriickgeworfen werden 
und der Effekt schwacher ausfallen. Nur bei einem miBlungenen Versuch, 
wenn das Induktorende seine Lage veraindern wiirde, kénnte man 
einen breiteren Induktionsstreifen erwarten (wie es bei den meisten 
Versuchen der vorliegenden Serie der Fall war). 

Auf Grund dieser Erwagungen machte ich fiir di¢se Serie noch 
zwei Erganzungsversuche. In einem von ihnen konnten die Bedingungen 
nicht vollkommen erfillt werden, da der Induktor am Ende des Versuchs 
sich etwas kriimmte, der zweite Versuch verlief dagegen laut Protokoll 
sehr gut: wahrend des Versuchs wurden keinerlei Defekte beobachtet ; 
die induzierten Stellen waren voneinander 50 4 entfernt, deshalb muBte 
man erwarten, daB zwei Steigerungen erscheinen wiirden, voneinander 
durch eine einige Schnitte messende, neutrale Zone getrennt, oder 
miteinander fast zusammenflieBend (seitliche Steigerung kleiner). 
Leider bestatigten sich diese Erwartungen nicht. Im letzteren, tadellos 
verlaufenem Versuch wurde in der Nahe der mittleren Schnitte ein 
bedeutender Minuseffekt beobachtet, wihrend in den von der Mitte 
entfernten Schnitten ein schwacher (nicht tiber 11,5°,) Pluseffekt 
vorhanden war; im anderen beobachteten wir abwechselnd bedeutende 
Plus- und Minuseffekte (s. Diagr. 6). Die erhaltenen Daten konnten 
auf keine Weise mit den Umstanden des Versuchs erklairt werden. 

Nun entsteht die Frage: wurde die Verteilung der Mitosen in der 
Wurzel nur durch die Reibung und den Druck beeinfluBt, welche ich 
in einigen Protokollen aufzeichnete, oder spielte hier vielleicht auch 
der Druck, welcher bei jedem Versuch das Einfiihren der Wurzel in 
die Réhrchen, insbesondere beim Streifen des scharfen Trichterrandes 
begleitet, eine gewisse Rolle? Um dieses zu priifen, fiihrte ich eine 


1 Nach Gurwitsch entsteht der Induktionseffekt bei der Induktion 
durch eine Wurzel bereits nach 15 bis 20 Minuten. 
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Reihe von Versuchen mit Kontrollwurzeln durch, bei denen jeder 
Druck protokolliert wurde. Um nach Méglichkeit genau die gedriickte 
oder gestreifte Seite zu merken, nahm ich fiir diese Versuche nur solche 
Wurzeln, deren Enden vollstandig gerade und symmetrisch waren, 
die aber im oberen Teil (oder 2 cm oberhalb der Spitze) eine Kriimmung 
besaBen, und driickte (oder streifte) das Wurzelende entweder an der 
gekrimmten oder an der ihr direkt gegeniiberliegenden Seite (letzteres 
haufiger}. Am Ende des Experiments konnte man auf diese Weise die 
gestreifte Stelle feststellen. 

Auf Grund der Untersuchung von iiber 30 Wurzeln dieser Serie 
konnte man die SchluBfolgerung machen, daB jede Reibung, jeder 
Druck und jedes Streifen in 1,5 bis 2,5 Stunden auf der gestreiften 
Seite eine VergréBerung der Mitosenzahl um 15 bis 30°, (im Vergleich 
zur gegeniiberliegenden Seite) hervorruft. Dabei beschrankt sich diese 
Vermehrung zuweilen auf fiinf bis acht Schnitte, zuweilen aber erstreckt 
sie sich auf 13 bis 20 und mehr Schnitte. Zuweilen entsteht bei wieder- 
holtem Streifen nach 1,5 bis 2 Stunden auf der gestreiften Seite ein 
kollossaler Pluseffekt (s. Diagr. 7). Die Abb.1 und 2 geben eine photo- 
graphische Aufnahme des Schnittes wieder, welcher mit einem Stern 
bezeichnet ist. 

AuBerdem konnte man sehen, daB, je nach Starke und Haufigkeit 
des Streifens und Driickens, der positive Effekt friiher oder spiter all- 
mahlich verschwindet und von neuem eine Symmetrie entsteht, welcher 
ein Minuseffekt folgt, d.h. wir beobachten dann auf der gestreiften 
Seite weniger Mitosen als auf der gegeniiberliegenden Seite. Darauf 
verschwindet auch der Minuseffekt, dem wiederum Symmetrie folgt 
(Moissejewa, 1929). 

In dieses Schema wurden auch solche Wurzeln eingereiht (es 
waren recht viele), welche auf den Mittelschnitten einen Minuseffekt 
und auf den benachbarten Schnitten einen Pluseffekt aufwiesen (siehe 
Diagr. 8). Man konnte es damit erklaren, daB im Wurzelteil, welcher 
starker gedriickt worden war (mittlere Schnitte), bereits ein Minus- 
effekt aufgetreten war, waihrend am Rande der Druckstelle, welcher 
die benachbarten Schnitte entsprachen, noch ein Pluseffekt beob- 
achtet wurde. 

Man muB aber zugeben, daB schon in dieser Serie Praparate vor- 
kamen, die wohl in dieses Schema gezwaingt werden konnten, aber 
nur mit groBer Miihe, indem fiir die verschiedenen Wurzeln die Periode, 
wabrend welcher der Pluseffekt vom Minuseffekt abgelést wird, bedeutend 
verandert werden muBte. 


Die zweite Versuchsserie muBte so durchgefiihrt werden, daB 
jegliche Reibung nach Méglichkeit vollstandig ausgeschlossen wurde. 
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die infolge der Montierung entsteht, sich ausgleichen konnte. Zuweilen 
laB wurde der Detektor nicht in das untere Réhrchen versenkt, sondern 
de. hing iiber demselben in einem feinen Wasserstrahl. 
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Von neun induzierten Wurzeln dieser Serie wiesen vier fast auf 
allen Mittelschnitten einen Pluseffekt auf, aber im Protokoll eines dieser 
Versuche ist vermerkt, da der Detektor waihrend des Versuchs sich 
gekriimmt hatte und bei der Priifung der Zentrierung leicht gedriickt 
wurde, und auf den drei anderen Wurzeln wurde neben dem Pluseffekt 
noch ein Minuseffekt beobachtet. Die tibrigen induzierten Wurzeln 
wiesen Symmetrie oder einen Minuseffekt auf'!. Auf Grund der 
Ergebnisse dieser Serie laBt sich folgern, daB der Pluseffekt nicht die 
Folge einer Induktion ist, sondern augenscheinlich vom unregelmabigen 
Druck und unregelmaBiger Reibung abhaingt, welche wohl kaum bei 
den Versuchen nach Gurwitsch vermieden werden kénnen. 


Wie ist aber der bedeutende Prozentsatz der Pluseffekte unter 
den induzierten Wurzeln der ersten Serie zu erkliren? Vielleicht nur 
damit, da} ich die Detektoren auf solche Weise in die Réhrchen hinein - 
stellte, daB die dem Induktor zugewendete Seite gestreift wurde, und 
daB infolge des Druckes (vielleicht auch infolge anderer Ursachen) 
nach 2,5 bis 3 Stunden eine deutliche Vermehrung der Mitosen auftrat ; 
in den Kontrollwurzeln, die mehr als 3 Stunden in der Vorrichtung 
lagen (zwar nicht alle), konnte der Pluseffekt in dieser Zeit schon von 
einer Symmetrie abgelést werden. Um die Richtigkeit dieser Ver- 
mutung zu kontrollieren, stellte ich noch eine Serie von Induktions- 
versuchen an. 


In dieser Versuchsserie (111) fiihrte ich den Induktor in ein nach 
dem Ende zu sich verjiingendes Réhrchen ein, wodurch sich die Lage 
des Induktorendes wahrend des ganzen Versuchs nicht verandern 
konnte. Dadurch wurde die Zentrierung der Versuchswurzeln sehr 
genau, obgleich sie, um eine unniitze Reibung zu vermeiden, nur einmal 
geprift wurde. Der Detektor wurde sehr vorsichtig eingefiihrt, und 
die leicht gedriickte Seite (einerlei, ob von der induzierten oder von der 
gegentiberliegenden Seite) merkte ich mir immer nach einer Kriimmung 
im oberen Teil der Wurzel, wobei ich gew6hnlich von der konkaven 
Seite den Druck ausfiihrte. Einige Versuche gestaltete ich so, dab 
ich gleich nach dem Induktionsversuch (s. Diagr. 9a, 10a, lla, 12a) 
einen Versuch mit einer Kontrollwurzel durchfiihrte; dabei wurde 
die Kontrollwurzel von derselben Zwiebel genommen, und es wurden 
mit ihr alle Manipulationen, welche ich mit der induzierten Wurzel 
ausfiihrte, in derselben Reihenfolge und wahrend derselben Zeit durch- 
gefiihrt (Diagr. 9b, 10b, 11b, 12b). Der Unterschied der Versuche 
bestand darin, daB gegeniiber der induzierten Wurzel sich ein Réhrchen 


! Von zwei Kontrollwurzeln wies eine einen Pluseffekt und die andere 
einen Minuseffekt auf. 
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mit dem Induktor befand, wahrend gegeniiber der Kontrollwurzel 
ein ausgegliihtes Réhrchen stand, welches mit Wasser gefiillt war. 

Bei der Durchsicht der Diagramme dieser Serie bemerken wir, 
daB die Wurzeln, welche so in die Réhrchen eingefiihrt wurden, dab 
die der Induktion entgegengesetzte Seite einem Druck ausgesetzt 
wurde (Diagr. 9a, 9b, 10a, 10b), alle einen bedeutenden Minuseffekt 
aufwiesen, und zwar besonders auf den mittleren Schnitten, wobei 
die Abbildungen der Kontrollwurzeln an diejenigen der induzierten 
Wurzeln erinnern. Die Wurzeln, welche so eingefiihrt wurden, dab 
die dem Induktor zugekehrte Seite gedriickt wurde, zeigten zum gréBten 
Teile (3 von 5 induzierten und 1 Kontrolle) einen UberschuB auf det 
induzierten Seite (siehe Diagr. lla, 11b). 

Diejenigen Wurzeln, bei denen die laterale Seite gedriickt wurde, 
zeigten alle (3° induzierte und 1 Kontrolle) fast véllige Symmetrie 
(Diagr. 12a, 12b). 

Die erhaltenen Daten fallen ganz mit jenen zusammen, die 
eine Abhingigkeit zwischen der Mitosenverteilung und Druck und 
Reibung bewiesen. Da, wo die Wurzel leicht gedriickt wird (sei es 
von der induzierten oder von der entgegengesetzten Seite), ver- 
groBert sich die Zahl der Mitosen. Diese Vermehrung infolge des 
Druckes ist so bedeutend, daB sie den EinfluB der Induktion vertuscht 
und man die Resultate der letzteren nicht sieht. Aber auch in dem 
Falle werden keine Resultate der Induktion beobachtet, wenn die 
induzierte und die gegeniiberliegende Seite augenscheinlich keinem 
mechanischen EinfluB ausgesetzt werden. 

Summieren wir nun alle Daten, die wir bis jetzt bei den Induktions- 
versuchen erhalten haben, so entsteht folgende Tabelle: 


Tabelle I. 





Serie Anzahl 





der “sz ze : 7S = - -t Be 
untersuchten - <. ‘ Hig 
Wurzeln B s t A ; 
I 25 I 20 11 4 2 3 15 5 | % 55 
K 5 — 1 4 5 
II 11 I 9 1 3 3 2 4 5 444 11,1 
K 2 1 l 1 1 59 50 
Ill 14 I 10 3 3 4 3 7 30 30 
kK 4 1 2 1 1 8 | 25 25 
I—III 50 I 39 15 7 8 y 22 17 56.4 38.4 
Kk 11 2 4 5 2 y 18,1 18.1 


Trotz der sorgfaltigen Durchfiihrung der Versuche im allgemeinen 
und der absolut richtigen Zentrierung vieler Versuchswurzeln im 
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speziellen wurde bei 17 Wurzeln, d.h. bei 43,5°,, iiberhaupt kein 
Pluseffekt beobachtet. Ein richtiger Pluseffekt (CberschuB auf fiinf 
bis sieben mittleren Schnitten) wurde nur bei zwei Wurzeln (5,4°,) 
beobachtet (obgleich zw6lf Wurzeln absolut richtig zentriert waren)!. 
Bei allen iibrigen Wurzeln war der UberschuB verschwommen, d. h. er 
umfaBte zehn bis zw6lf und mehr Schnitte (13 Wurzeln, oder 33,3°,), 
oder er war mit einem bedeutenden Minuseffekt kombiniert (sieben 
Wurzeln, 20°,). Von elf Kontrollwurzeln wurde ein Pluseffekt nur 
bei zwei Wurzeln beobachtet, bei den wtbrigen war entweder 
Symmetrie (fiinf Wurzeln, 45;5°,) oder ein Minuseffekt (vier Wurzeln, 
36,3°,) vorhanden. Mir scheint, daB von einem Induktionseffekt im 
Sinne Gurwitschs nur dann die Rede sein kann, wenn auf der induzierten 
Seite ein Pluseffekt beobachtet wird, der sich nicht mit einem Minus- 
effekt abwechselt. Auf diese Weise erwies sich der Unterschied zwischen 
den induzierten und den Kontrollwurzeln als recht bedeutend: bei 
den induzierten Wurzeln wurde der Pluseffekt nur auf der induzierten 
Seite in 38,4°, und bei den Kontrollwurzeln auf der entsprechenden 
Seite in 18°, beobachtet. Wenn wir aber die erste Serie einzeln be- 
trachten, so sehen wir, dab dort der Induktionseffekt noch héher ist 
und 55°, erreicht, waihrend die Kontrollwurzeln (es waren zwar nur 
wenige) tiberhaupt keinen Pluseffekt zeigten. 

Da die induzierten und die Kontrollwurzeln dieser Serie hinsichtlich 
des Druckes und der Reibung augenscheinlich in gleichen Verhaltnissen 
waren, mu®B man annehmen, da die induzierten Wurzeln sich unter 
noch irgendeinem EinfluB8 befanden, sei es die Induktion im Sinne 
von Gurwitsch, oder die Einwirkung eines anderen, noch unerkannten 
Faktors bei der Durchfiihrung des Experiments. 

Letztere Annahme ist sogar notwendig geworden, denn je mehr 
sich die Serie der Versuche vergrOBerte, welche zum Studium der 
Mitosenverteilung nach Druck und Reibung diente, desto mehr 
Praiparate erhielt man, die in das oben angefiihrte Schema nicht 
hineinpaBten. Da es bei der Einfiihrung der Wurzel ins Roéhrchen 
schwer festzustellen war, welche Seite der Wurzel mehr und welche 
weniger dem Druck ausgesetzt wurde, wurden Versuche mit einer 
Glasplatte angestellt. Nur jene Seite, welche die Platte beriihrte, 
setzte sich einem Druck oder einer Reibung aus. Auch diese Versuche 
zeigten, daB eine ganze Reihe von Wurzeln nicht in das oben an- 
genommene Schema hineingebracht werden konnte: es kam_ haufig 
vor, daB bei annahernd gleichem Druck in ein und derselben Zeit bei 


' Es muB aber gesagt werden, daB die Lage des Induktors und Detektors 
selbst bei den iibrigen Wurzeln 30 bis 45 Minuten nach Beginn des Versuchs 
richtig war (anderenfalls wurde der Versuch unterbrochen). 
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einer Wurzel ein Pluseffekt, und bei der anderen ,,.0°° oder selbst ein 
Minuseffekt beobachtet wurde. Alle solché Falle konnten nicht auf 
individuelle Eigenarten der Wurzeln zuriickgefiihrt werden, es war 
eher anzunehmen, dab bei den Reibungsversuchen noch irgendein 
Faktor nicht in Betracht gezogen wurde, der eine recht groBe, vielleicht 
auch ausschlaggebende Bedeutung fiir die Verteilung der Mitosen in 
der Zwiebelwurzel hat. 


Es miissen noch einige Worte von jenen Versuchen mit Zwiebel- 
wurzeln gesagt werden, in denen ich als Induktor Hefe versuchte 
(Art Nadsonia, die mir Prof. Gurwitsch liebenswiirdig zur Verfiigung 
stellte). Gut gelungen waren vier Versuche mit guten Zwiebelwurzeln 
und einer anscheinend guten Hefenkultur. Aus den Diagrammen sieht 
man, daB die Resultate sehr verschieden waren (s. Diagr. 13, 14, 15), 
eine Wurzel wies einen Minuseffekt auf, eine einen Pliseffekt, und endlich 
die tibrigen zwei einen abwechselnden +- und —-Effekt. Das Fehlen 
eines Pluseffekts kann mit einer schwachen Induktionsquelle oder 
mit einer schlechten Hefenkultur erklart werden. Wie ist aber das 
Vorhandensein eines Minuseffekts zu erkliren ? Ganz von selbst entsteht 
wieder der Gedanke, das der Minuseffekt (und vielleicht auch der 
Pluseffekt) durch irgendeinen Nebenfaktor hervorgerufen worden ist. 
In den Protokollen dieser Versuche ist weder eine Reibung noch ein 
Anhaken der Wurzeln vermerkt. 

So kann man auf Grund alles Gesagten die SchluBfolgerung ziehen. 
da®B Streifung und Druck der Meristemzone der Wurzel, und auBerdem 
vielleicht noch eine Reihe von anderen, noch nicht festgestellten 
Faktoren, die das Experiment begleiten, augenscheinlich aubBer der 
Induktion die Symmetrie der Mitosenverteilung in der Wurzel stéren 
und die Wirkung der Induktion (wenn es eine solche gibt) vertuschen. 
Aber die Versuchsbedingungen mit Hilfe der Gurwitschschen Réhrehen 
sind so kompliziert und alle mechanischen Einfliisse sind so schwer 
wahrzunehmen, da nach meiner Ansicht fiir eine endgiiltige SchluB- 
folgerung tber die mitogenetische Strahlung der Zwiebelwurzeln noch 
weitere, eindeutigere Daten gewonnen werden miissen. 

Ich werde versuchen, solche Daten in der nachsten Mitteilung 


zu bringen. 











Uber den Einflu’ 
von Magnesiumsalzen auf Knochenbildung und Rachitis. 1. 


Von 
Hans y. Euler und Margareta Rydbom. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm und der 
zoologischen Station der kénigl. schwed. Akademie der Wissenschaften in 
Kristineberg. ) 

(Eingegangen am 9. August 1931.) 

Mit 5 Abbildungen im Text. 


Vor einigen Jahren hat in diesem Institut H. Erdtman' gezeigt, 
daB Phosphatase durch Magnesiumsalze aktiviert wird. An diesen 
Nachweis kniipfen wir weitere Versuche in zwei Richtungen: 

Die Rolle, welche nach Harden die Phosphatase beim Zucker- 
abbau spielt, hat es uns wahrscheinlich gemacht, daB Lohmanns? kurz 
mitgeteiltes Ergebnis itiber den EinfluB des Magnesiums auf die Glykolyse 
mit der Magnesiumaktivierung der Phosphatase in engem Zusammen- 
hang steht, und aus diesem Grunde haben ELuler und R. Nilsson® den 
EinfluB von Magnesiumsalzen auf die alkoholische Garung eingehend 
studiert. 

Andererseits hatte Robison* wahrscheinlich gemacht, daB die 
Phosphatase auch bei der Ossifikation beteiligt ist und es ist ihm und 
Fell bekanntlich gelungen, in sehr bemerkenswerten Versuchen eine 
Ossifikation an Teilen des embryonalen Skelettes in vitro hervorzurufen, 
und gleichzeitig in der die betreffenden Knochen umgebenden Membran 
eine hohe Phosphataseaktivitaét nachzuweisen. 

Nachdem die Phosphatase also einerseits an der Knochenbildung 
beteiligt zu sein scheint, andererseits aber durch Magnesiumsalze 
aktiviert wird, welches, wie wir vermuten, in dieser Weise den Kohlen- 
hydratumsatz beeinfluBt, haben wir das Magnesium in den Kreis der 
zu untersuchenden Faktoren gezogen, welche neben Calcium, Phosphor- 
siure und D-Vitamin die Ossifikation regeln. 


' Erdtman, Zeitschr. f..physiol. Chem. 177, 211 u. 231, 1928. 

2 Lohmann, Naturwiss. 19, 180, 1931 

3 Kuler u. Nilsson, Sv. Vet. Akad. Arkiv. f. Kemi 10. 1931; Euler, 
Nilsson u. Auhagen, Zeitschr f. physiol. Chem. 200, 1, 1931. 

' Fell u. Robison, Biochem. Journ. 24, 1905, 1930. 
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Es war von vornherein zu erwarten, daB hier sehr verwickelte 
Verhaltnisse auftreten werden. Immerhin erschien es uns méglich, 
daB man experimentell durch systematische Anderung der zugefiihrten 
Kationen und durch die Beobachtung des unter der Mg-Zufuhr ent- 
stehenden histologischen Bildes Aufschliisse iiber den Mechanismus der 
Ossifikation erhalten kénne. 

In der Pflanzenphysiologie ist es besonders durch die Unter- 
suchungen von O. Loew bekannt, da} das Magnesium als ,,physiologischer 
Antagonist’ des Calciums auftritt; auch in der Tierphysiologie ist die 
Aufhebung der Magnesiumnarkose durch Calciumsalze als ,,Anta- 
gonismus** bezeichnet worden, wodurch natiirlich keine weitere Ein- 
sicht, sondern nur ein Ausdruck fiir die experimentelle Tatsache der 
Calciumwirkung gewonnen ist. Auch hat man die bei Physiologen so 
beliebte Hofmeistersche Ionenreihe zur Umschreibung der Tatsachen 
herangezogen. Der Antagonismus Ca-Mg ist auch eine Funktion der 
H-Ionen. In dieser Hinsicht sei besonders auf die ‘Formel von Rona- 
Takahashi hingewiesen: 

Ca = k.H: HCO, 
und auf die Erweiterung dieser Formel von Gydérgy: 


Ca = f(H:HCO,.HPQ,). 

Wesentlich scheint uns bei der Zusammenstellung und Kritik der 
Versuchsergebnisse, daB es sich nicht um die absoluten zugefiihrten 
Mengen der beiden Kationen handelt, sondern vielmehr um die relativen 
Konzentrationen. Soviel wir aus unseren Versuchen bis jetzt entnehmen 
kénnen, besteht fiir die normale Ossifikation bzw. fiir die Heilung 
der Rachitis ein Optimum der Mg-Konzentration. Dieses ist bei den 
unten angegebenen Versuchen mit 0,8°,, Mg-Zusatz zur MecCollum-Diat 
wohl iiberschritten'. Die Mg-Wirkung ist offenbar in hohem Grade 
von der Alkalinitat der Lésung abhangig, durch welche die Verteilung 
der Phosphorséure zwischen Ca und Mg verschoben wird. 

Im Saugetierknochen ist bekanntlich das Verhaltnis Ca: Mg viel 
héher als im Blutserum; als typische Mittelwerte fiir normale und 
rachitische Knochen kénnen wir nach Gassmann etwa die folgenden 
angeben: 





Knochen Ca Mg 
mormal .... 24.40 0.10 
rachitisch . . . 21,50 0.63 


1 Bei der ebenfalls als Avitaminose erkannten infantilen Tetanie, bei 
welcher das Serum-Ca auf etwa die Hélfte herabgesetzt ist, sollte nach 
dem Loebschen Quotienten (Na — K): (Ca Mg) Mg in weiterem Umfange 
Ca ersetzen kénnen,. 
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Auch im Knorpel ist der Magnesiumgehalt noch relativ héher 


als im Knochen; die Erhartung tritt erst durch die Substitution 
des Calciums ein. Wie das Verhaltnis Ca: Mg bei Fischen liegt, war 
noch nicht analytisch sichergestellt. 

AnlaBlich der unten erwahnten Versuche mit Gobius niger in 
Mg-freiem Meerwasser hat Frl. Dagmar Runehjelm, welcher wir auch hier 
bestens danken, Analysen an der Knochensubstanz eines anderen 
Seefisches, Gadus callarias (Dorsch), ausgefiihrt. Wir finden in lg 
Frischgewicht der Knochen 210 mg_ Trockenverlust also 0,79 mg 
Trockengewicht, und darin 167 mg Ca und 4+ mg Mg. Das Verhaltnis 
Ca: Mg betragt also 41,75: 1. Der Fischknochen enthalt also verhaltnis- 
maBig viel Mg, womit seine geringere Harte zusammenhangen diirfte. 


Versuche an Ratten. 

Wir stiitzten uns bei diesen orientierenden Versuchen auf einige 
friihere Beobachtungen, die hier an Ratten gemacht wurden und bei 
welchen nach ganz kleinen Zusatzen von Magnesiumchlorid zu im 
iibrigen Mg-freier Diat ein rachitisches Stadium verhaltnismaBig schwer 
zu erreichen war. 

Auch in unserer ersten Versuchsreihe wurde die Einwirkung ziemlich 
groBer Dosen von Magnesiumsalzen untersucht, und zwar wurde zu 
der McCollum-Diat, welche bekanntlich an Salzen NaCl und CaCO, 
enthalt, noch Magnesiumchlorid zugegeben und zwar 0,2 bzw. 0,8°,, Mg, 
berechnet auf die ganze Grundkost. Die WeCollum-Kost hat folgende 
Zusammensetzung : 


Weisemmoeni .....:.... « 1990¢ 
eee gw een «+ o @ ~ BRS 
P Glutin aus Weizen. . .. . . 90g 
ae a! on 
0 RS Se ee ee ee 60 ¢g 
SE 5 Gee ee we 
OT a ee 


Die erforderlichen Mengen B- und A-Vitamin sind im Glutin 
bzw. im Maismehl enthalten. D-Zusatz: 1 Vitamineinheit. 

Es wurden zwei Versuchsreihen angestellt. Die erste Versuchsreihe 
kann durch folgende Tabelle zusammengefaBt werden, in welcher in der 
letzten Spalte der rachitische Zustand auf Grund der Breite in der 
Epiphyse (s. Spalten 4 und 6) angegeben ist. Siehe auch Réntgen- 
bilder Abb. l und 2. 


Die beiden Versuchsreihen stimmen dahin iiberein, dab Zusatze 
von 0,8°, Mg zur McCollum-Kost antirachitisch wirkten. Wir hoffen 
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durch Erweiterung dieser Serien unter Variation der Ca-Mengen einen 
Kinblick in die Art dieser Magnesiumwirkung zu erhalten. Wie erwahnt, 
gehen ja grobe Mengen CaCQ, in die MeCollum-Kost ein. 











Abb. 1. Abb. 2. 
Geheilte Rachitis; fast vollstandige Wieder- Rachitis: beginnende Verkalkung, Zusatz 
verkalkung. Me Collum-Diat ohne Mg-Zusatz: von D und von 0,2 Mg. 
0.1% >) Mg + D. 
Nach 21 Tagen Nach 28 Tagen 
Versuchs- Kost Epiphvsen- Epiphvse Grad der 
ratte McCollum 3143 Zuwachs ‘I Tete. ” Zuwachs "Tele ” Rachitis 
Nr. £ mim g mm 
2810 | 8 1.1 14 1.8 
2813 ohne Zusatz (3) (0) (5.5) (0.5) deutlicl 
216 | 22.5 1.8 29.5 20 | 
2811 | 17 1,1 23 1.6 | 
2814 + 02°, Mg 15,5 1,0 21 15 deutlich 
2817 | 19 1,5 27 20 | 
2812 17 wenig 20 1,0 
. verandert sehr 
_— > + 8° N ~~ , - 
2815 | 08°. Mg 17,5 dasselbe 12* 0,7 | vering 
2818 10 a 15.5 09 


* Gewicht hat also abgenommen. 





Die zweite Versuchsreihe ergab folgendes Resultat : 
Caciaiian. Nach 19 Tagen 
ratte Kost Ve Collum Zuwachs Epiphysenlinie Grad der Rachitis 
Nr. v mm 
2822 , 16 1.7 
9292 ‘hne Zusatz 
2823 | “0.12 Me) 21 1.9 | deutlich 
2828 ee ee 18 1.8 
2824 | 15 1,5 | 
2825 +0,2°, Mg 20 1.4 noch deutlieh 
2829 18 1.6 
2826 | 17 0.9 l 
2827 +08° Mg 1S O7 schwach 
2830 19 0.9 
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Von den Ratten der Versuchsreihe 2 sind Epiphysenschnitte ge- 
macht worden. Wir teilen davon zwei Mikrophotographien mit, 
welche wir Frl. Signe Forsgren, Histolog. Abt. des K. Karolinischen 
Instituts (Prof. Hdggqvist) verdanken. Die Abbildungen 3 und 4 zeigen 
deutlich die Unterschiede der Rachitis. 

Pate, 


aa 





Abb. 3. 


Epiphysenschnitt von einer Ratte. Wenig rachitisch. 0,3 °°) Mg. 


Versuche an Seefischen. 


Im Zusammenhang mit obigen Versuchen an Ratten ist es uns als 
ein wichtiges biochemisches Problem erschienen, festzustellen, wie bei 
Seefischen, die an eine hohe Magnesiumkonzentration von 0,15°, 
Magnesium im umgebenden Wasser gewohnt sind, eine Anderung der 
Magnesiumkonzentration auf das Knochengeriist einwirkt. Wenn an 
der Kalkapposition auch hier die Phosphatase beteiligt ist, so sind 
wesentlich andere Verhiltnisse deswegen zu erwarten, weil bei diesen 














Einflu8 von Magnesiumsalzen auf Knochenbildung und Rachitis. I. 19 


Tieren die Kohlenhydrate in der Nahrung gegeniiber den Fetten ganz 
zurucktreten und somit der Kohlenhydratstoffwechsel eine ganz andere 
Stellung im Verhaltnis zum Gesamtstoffwechsel erhalt. 


Fir unsere hier zu beschreibenden Versuche, die an der zoologischen 
Station der schwedischen Akademie der Wissenschaften in Kristineberg 





Abb. 4 


Epiphysenschnitt von einer Ratte. Rachitisch. Ohne Mg-Zusatz 


ausgefiihrt wurden, stand nur eine verhaltnismaBig kurze Zeit zur 
Verfiigung, und die bisher angestellten Versuche haben also nur orien- 
tierenden Charakter; durch sie sollte zunachst ermittelt werden, ob 
und wie lange ein typischer Meeresfisch, als solchen hat der eine von 
uns bei Versuchen im Sommer 1931 den kleinen Fisch Gobius niger 
gewahlt, unter wesentlich verminderten Magnesiumkonzentrationen im 
Meerwasser leben kann. Unseres Wissens lagen bis jetzt noch gar 
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keine Erfahrungen dariiber in der Literatur vor, wie Fische tiberhaupt 
auf Anderungen des Magnesiumgehalts im Wasser reagieren!. 

Fiir das normale Meeres wasser wird nach den alteren Untersuchungen 
von Dittmar? folgende Zusammensetzung angegeben, welche auch von 
E. J. Allen® bei der Besprechung der Herstellung von kiinstlichem Meer- 
wasser angefiihrt und benutzt wurden. 


In | Liter Meerwasser sind enthalten 





NaCl 31 
KCl a 
CaCl, . 20 
MgCl,. ‘ "Oe a 2,55 g 
ie a ae 3.50 ¢ 
NaHCO, O,ll g 


Diese Zahlen stimmen auch gut iberein mit den fiir die schwedische 
Westkiiste geltenden Angaben, welche wir Herrn Prof. Dr. Otto Pettersson 
verdanken., 

Besonderes Gewicht haben wir darauf gelegt, unser synthetisches 
Meerwasser auf der richtigen* Aziditaét, py = 7,9 bis 8,2, zu halten. 

Von den im magnesiumjreien® Wasser gezogenen Fischen zeigten 
drei nach 3 Tagen geringe FreBlust und wurden nach einem weiteren 
Tage deutlich matt. Nach 5 Versuchstagen starben drei Fische, nach 
6 Versuchstagen war auch das vierte Versuchstier tot. 

Von den Fischen, welche im _ kiinstlichen Meerwasser mit der 
Haljte der natiirlichen Magnesiummenge gelebt hatten, starb erst am 
fiinften Tage ein Fisch, nach einem weiteren Tage noch ein Fisch und 
am Ende des sechsten Tages waren also zwei Fische noch am Leben 
und nahmen pro Tag noch etwa 1g Dorschleberfleisch als Nahrung 
auf. Ihre Beweglichkeit und ihr auBerer Habitus lieben kaum eine 
Anderung gegeniiber dem normalen Zustand erkennen. 

Da die Fische bereits voll ent wickelt und wihrend der Versuchszeit 
nicht gewachsen waren, war nicht zu erwarten, daB sich eine der ge- 
iinderten Mg-Aufnahme entsprechende innere Zone im Skelett zeigen 


1 Dab der Vitamingehalt der Meeresfische letzten Endes von den Meeres- 
pflanzen (Algen, Diatomaceen) stammt, wurde erwiesen von Hjort, Proc. 
Roy. Soc. London Ser. B, 938, 440, 1922. 

2 Dittmar, Challenger Report, Chimestry 1, 203. 

3 BE. J. Allen, Journ. of the Marine Biological Association 10, Nr. 3, 
Plymouth 1914. 

4 Vogl. W. EL. Ringer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 60, 341, 1909; Sdrensen 
u. Palitzsch, diese Zeitschr. 24, 387, 1910; Palitzsch, ebendaselbst 37, 116, 
1911. 

5 Zur Herstellung dieses kiinstlichen Meerwassers haben wir Kahlbaum- 
Salze ,,pro analysi*’ verwendet. Es war deshalb nicht méglich, die Fische 
im flieBenden Wasser zu halten, das Wasser wurde also wahrend der 
7 Versuchstage nicht erneuert, sondern nur standig geliiftet. 
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wurde. Hingegen erschien uns die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, 
daB® sich bereits nach 6 Tagen an der Knochenoberflache der im ma- 
gnesiumfreien Meerwasser geziichteten Fische ein Unterschied gegeniiber 
der unter normalen Verhaltnissen gehaltenen ergeben wiirde. Die 
Réntgenaufnahmen, die von allen untersuchten Fischen gemacht wurden, 





Abb. 5 
Gobius niger 


a) aus normalem und b) aus Magnesium-freiem Meerwasser 


und zwar so, dab auf dem gleichen Film je ein normaler, und ein Mg- 
frei gehaltener Fisch photographiert wurde, sind aber leider nicht 
eindeutig. Das Skelett der im normalen Meerwasser gehaltenen Fische 
scheint uns deutlicher hervorzutreten (s. Abb. 5a). Ahnliche Verande- 
rungen treten aber auch ein, wenn man die Skelette in Lésungen 
von wechselndem Ca- und Mg-Gehalt legt. Aus dem Ergebnis der 
histologischen Priifung laBt sich nur feststellen, daB bei den in 
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magnesiumfreier Lésung gehaltenen Fischen Anomalien eingetreten sind, 
fiir deren Deutung wir noch nicht geniigend Material besitzen. 

In einer spateren, mit jungen Fischen angestellten Serie wurden die 
Verhaltnisse insofern vereinfacht, als wir unter Trennung der skelett- 
bildenden Faktoren die Magnesiumkonzentration des natirlichen Meer- 
wassers in allen Fallen unverandert gelassen und nur die Zufuhr von 
D-Vitamin variiert haben. 

Anzeichen von Knochenverainderungen, welche mit der Rachitis 
von Ratten oder Hunden in Beziehung gesetzt werden kénnten, haben 
sich bis jetzt bei Seefischen in den allerdings kurzen Versuchszeiten 
nicht ergeben. Wir wollen nun versuchen, SiiBwasserfische giinstiger 
GréBe zu finden, welche sich fiir linger dauernde Experimente eignen, 
und an welchen die chemischen Veranderungen des Skeletts festgestellt 
werden sollen. Auf die Verinderungen der Phosphatase und Sulfatase 
am Fischskelett wird Herr Hommerberg bald zuriickkommen. 

Die interessanten Ergebnisse von E. V. Me Collum und Elsa Orent} 
an Ratten werden im AnschluB an Versuche von Fri. Ebba Virgin 


besprochen werden. 


Dem Prafekten der Zoologischen Station in Kristineberg, Herrn 
Prof. Dr. Einar Lénnberg, und dem Vorstand der Station, Herrn Dr. 
Gunnar Gustafson, dankt der eine von uns (H. v. Euler) fiir freundliche 
Aufnahme und wertvolle Hilfe. 


1 EB. V. McCollum u. Elsa Orent, Journ. of biol. Chem. 92, XXX: 
Se. Proc. 1931. Uber den EinfluB von Beryllium auf Rachitis siehe Branion, 
Guyatt u. Kay, ebendaselbst 92, XI, 1931. 
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Weitere Versuche iiber den Zusammenhang zwischen 
chemischem Umsatz und osmotischer Druckzunahme im Muskel. 


Von 
0. Meyerhof und Arthur Grollman! (Baltimore). 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 


medizinische Forschung. Heidelberg.) 


(Eingegangen am 9. August 1931.) 


Bei der Ermiidung und Starre des Muskels steigt der osmotische 
Druck starker, als durch bisher bekannte Spaltungsvorgange erklart 
werden kann. In der vorangegangenen Arbeit iiber dieses Thema* 
ergab sich, daB bei maximaler Ermiidung isolierter Froschmuskeln 
und ebenso bei der Warmestarre die thermoelektrisch bestimmte 
Gefrierpunktserniedrigung 20 bis 30°, gréBer war, als durch die gleich- 
zeitig gemessenen Spaltungsvorginge gedeckt war. Bei schwacherer 
Ermiidung und Ruheanaerobiose schien die Differenz kleiner zu sein 
oder auch zu fehlen, wahrend sie auch in jodessigsiurevergifteten 
Muskeln bei aufgehobener Milchsdurebildung auftrat. Die gefundene 
Differenz war allerdings im allgemeinen geringer als sie von Hill und 
Kupalov® mittels Kondensationswirmemessungen gefunden war. Denn 
bei totaler Ermiidung fanden die Autoren eine osmotische Druck- 
zunahme entsprechend 0,35 g NaCl in 100 g Wasser oder 0,209°, 
wahrend hier nur etwa 0,15° gemessen war. Besser war die Uberein- 
stimmung bei der Warmestarre. Noch etwas gréBer aber ist der Unter- 
schied gegeniiber neuen Messungen von Hill und Parkinson#, die bei 
Jodessigsiuremuskeln eine Anderung des osmotischen Druckes ent- 
sprechend 0,147 °,, NaCl finden, wahrend von uns, allerdings bei weniger 
umfangreicher Spaltung der Kreatinphosphorsdure, nur eine Anderung 
entsprechend 0,08°,, NaCl gemessen wurde. 


' Fellow der John Simon Guggenheim Memorial Foundation. 

2 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 226, 1, 1930; vgl. auch A. Grollman, 
ebendaselbst 238, 408. 1931. 

3 Proc. Roy. Soc. B. 106, 445 u. 477, 1930. 

4 Ebendaselbst 108, 148, 1931. 
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Es erschien erwiinscht, noch eine weitere Zahl von Versuchen an 
vergifteten und unvergifteten Muskeln unter gleichzeitiger Bestimmung 
des chemischen Umsatzes auszufiihren, um festzustellen, ob der Uber- 
schuB des gemessenen tber den berechneten osmotischen Druckzuwachs 
in unserer Anordnung konstant ist und davon unabhangig, ob die 
Molekiilzunahme wesentlich auf Milchsaurebildung beruht wie bei 
der Warmestarre oder auf Zerfall von P-Verbindungen wie bei der 
Jodessigsiurestarre. Durch weitere Versuche an zerschnittener Musku- 
latur und strukturfreien Muskelfiltraten und an kiinstlichen Mischungen 
der Spaltprodukte des Muskelstoffwechsels sollte festgestellt werden, 
ob der UberschuB des osmotischen Druckes auf eine besondere An- 
ordnung der osmotisch wirksamen Substanzen im Muskel oder auf 
eine besondere, durch Milieueinfliisse hervorgerufene Aktivitatsaénderung 
der Produkte des Spaltungsumsatzes zuriickzufibren ist.  LieB sich 
dies ausschlieBen, so blieb keine andere Erklirung als die noch un- 
bekannter Reaktionen, durch die die Zah] der wasserléslichen Molekiile 
vermehrt wird. 

Methodik und Berechnung der Versuche entsprachen denen der 
vorangegangenen Arbeiten. Bei Versuchen an intakten Muskeln wurden 
in der Regel die Adduktoren benutzt. Meist wurde gleichzeitig der 
M. triceps mit gefroren, der zur Verarbeitung auf Milchsdure diente, 
wihrend in den Adduktoren der Phosphatumsatz bestimmt wurde. 
Gemessen wurde der Umsatz von anorganischem Phosphat, Kreatin- 
phosphat, Adenylpyrophosphat und schlieBlich die Anderung der 
Hexoseester. Die Anderung des Estergehalts ergab sich auf Grund 
des Vergleichs des direkt bestimmbaren Phosphats (anorganisches 
Phosphat +- Kreatinphosphat), des saureléslichen Gesamtphosphats 
(Veraschungswert) und des Pyrophosphats bei der Vor- und Nach- 
bestimmung. 

Da kei der Spaltung des Adenylpyrophosphats angenahert 1 Mol 
Ammoniak auf 2 Mol Phosphorséure frei werden, so wurde fiir die 
Spaltung von 1 Mol Pyrophosphat die Zubildung von drei osmotisch 
wirksamen Molekiilen gerechnet und die Millimol abgespaltenes Phosphat 
daher mit 1,5 multipliziert. Die Berechnung der Veresterung bei der 
Jodessigsiurestarre muB jedoch abgeindert werden. Friiher wurde 
der Hauptteil des gebildeten Esters als Hexosediphosphorsaéure auf- 
gefaBt und daher fiir 2 Mol verestertes Phosphat eine Abnahme um 
1 Mol angenommen. Nach K. Lohmann! kommt jedoch die Halfte 
des gebildeten Esters auf Hexosemonophosphat. Da sich bei dessen 
Bildung aus Glykogen und anorganischem Phosphat die Zahl der 
osmotisch wirksamen Molekiile nicht andert, darf erst fiir 3 Mol ver- 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 236, 444, 1931. 
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estertes Phosphat eine Abnahme von | Mol gerechnet werden. Ahnlich 
wurde auch die geringfiigige Veresterung bei der Warmestarre behandelt, 
wenn auch hier vielleicht noch eine verhaditnismaiBig gréBere Menge 
Hexosemonophosphat entsteht. Andererseits wurde die Zunahme des 
direkt bestimmbaren Phosphats in zerschnittener Muskulatur, soweit 
sie nicht auf Pyrophosphatzerfall beruht, auf Abspaltung von an- 
organischem Phosphat aus Hexosemonophosphorséure bezogen und 
dabei angenommen, daB freie Hexose auftritt. Infolgedessen wurde 
mit einer Zunahme von | Mol fiir 1 Mol abgespaltenes Phosphat ge- 
rechnet. Bei dem in der Regel ziemlich geringfiigigen Betrag dieser 
Molekiilzunahme macht es nicht viel aus, daB diese Berechnung zweifel- 
haft ist ; denn wiirde gleichzeitig bei der Esterspaltung eine entsprechende 
Milchsaiuremenge daraus gebildet, so waren aus 1 Mol 3 Mol entstanden, 
also eine Vermehrung um 2 Mol. Diese sind aber dann bei der Milch- 
sdurebildung schon voll verrechnet worden, weil ja; die Milchsaure- 
bildung auf Glykogenspaltung bezogen wurde und daher fiir das 
Schwinden des Ausgangsproduktes keine Molekiilabnahme _ beriick- 
sichtigt worden ist. Die prozentische Differenz zwischen gemessenen 
und berechneten A-Werten wurde stets auf den gréBeren A-Wert 
bezogen. Der Gesamtumsatz ist stets in Millimol Spaltung pro 1000 g 
Muskelwasser ausgerechnet, wobei der Wassergehalt mit 80°, 
angesetzt ist. Dieses ist ein Abweichen von den Tabellen der 
vorangegangenen Arbeit, denn dort ist der Umsatz in Millimol 
zunachst auf das Muskelgewicht bezogen und erst nachtraglich 
mit 1,25 multipliziert!. 


A. Versuche iiber Ermiidung und Starre intakter Muskeln. 


Dali im ruhenden Muskel der gemessene Gefrierpunkt unabhangig 
von der Struktur ist und iibereinstimmt mit dem einer gleich kon- 
zentrierten Lésung der wasserléslichen Muskelbestandteile, ergibt sich 
mit Wahrscheinlichkeit daraus, daB er genau gleich ist wie der des 
Blutes vom selben Frosch; denn es ist ja anzunehmen, da ein osmoti- 
sches Gleichgewicht zwischen Blut und Muskel besteht. Eine Versuchs- 
reihe hiertiber ist bereits kiirzlich mitgeteilt worden®. Selbst bei ver- 
haltnismaBig groBen Schwankungen des osmotischen Druckes im 
Blute hungernder Frésche (40,45 bis 0,35°) ging der Gefrierpunkt 
des Muskels damit stets genau parallel, meist auf weniger als 0,01°. 


1 A.a.O. 8.10 und 12. Ubrigens ist die Bezeichnung der Tabellen- 
k6pfe in dieser Arbeit ,,Millimol Spaltung pro Gramm Muskel** mi®ver- 
standlich. die Zahlen betreffen vielmehr die millimolare Konzentration 
der betreffenden Stoffe, wo also die Konzentration | nur 0,001 Millimol 
in 1g entspricht. 

2 4.Groliman, diese Zeitschr. 288, 408, 1931. 
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Eine Reihe von Messungen tber Ermiidung und Starre normaler 
Muskeln, die mit den friiher gefundenen iibereinstimmen, sind in 


Tabelle I vereinigt. 
Tabelle I. 


Gefrierpunktserniedrigung bei Ermiidung und Wiarmestarre normaler 
Muskeln. 


A. Gemessene Gefrierpunktserniedrigung. 











; Gefrierpunkt ‘ 
: J Behandlung ¥ Atdukter, &) Teleope Differenz 
Nr. Datum der Muskeln 4 vorher 4 nachher gemessen 
0C oC oC 
1 21. II. Totale Ermiidung a) 0,424 0,566 0,142 
2 21. III. . * a) 0,450 0,590 0,140 
3 9. IV. - - a) 9,417 0,514 | 0.099 
: zZ b) 0,419 0,520 ; 
4 19. III. Wirmestarre a) 0,403 0,682 0,279 
5 19. III. = a) 0,395 0,635 0,240 
B. Chemischer Umsatz. 
mg P20; pro g 
mg Milchsiure a ‘ 
direkt : 
Nr. o's bestimmbares anorganisches Phosphagen Pyrophosphat 
. Phosphat Phosphat Cine ee eT 
vorher | nachher vorher nachher vorher nachher vorher nachher vorher | nachher 
1 050 3,10 2,00 212 1,10 1,92 0,90 0,20 0,60 0,30 
2 0,42 3,46 1.70 1,76 0,65 1,40 1,05 0,36 0,52 | 0,28 
3 0,90 2,70 162 1,83 0,95 155 0,67 0.28 0,50 0,32 
4 0,37 5,26 2,12 | 2,385 | 0,91 | 2,27 || 1,21 | 0,08 | 0,35 | 0,00 
5 0,56 4,96 190 2,06 0,90 1,99 1,00 0,07 040 0,00 
C. Berechnung. 
Millimol gebildet pro 1000 g Wasser UberschuB 
Nr. |-— “4 “ —— oe 4 berechnet 4 gemessen gemessen 
a Kreatin- Pyrophosphat 
Milchsture pkosphorsiure x ey oC oc No 
1 35,6 12,2 7,8 0,103 0,142 27,5 
2 42.0 12,0 6.2 0,112 0,140 20 
3 24,8 6.8 4,7 0,068 0,099 31 
4 67,9 19,6 9,1 0,180 0,279 35 
5 62,0 16,1 10,4 0,165 0,240 31 


Da seinerzeit nur zwei voneinander abweichende Messungen mit 
jodessigséurevergifteten Muskeln mitgeteilt waren, wurde noch eine 
Reihe weiterer ausgefiihrt. In der Tat sieht man aus den betreffenden 
Versuchen der Tabelle II, da8 auch hier der Uberschu8 der gemessenen 
A-Werte ebenfalls etwa 30°, betragt. In allen Versuchen war aber der 
Zerfall schon bei den Anfangswerten ziemlich weit vorgeschritten, 
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so daB nur '/, bis ?/, der maximal méglichen Menge von Kreatin- 
phosphorséure zwischen Anfangs- und Endbestimmung §gespalten 
wurde. Ein Vergleich mit den Versuchen von Hill laBt sich daher fiir 
die absolute osmotische Anderung nicht gut durchfiihren, andererseits 
geniigt bei unseren Messungen aber der Vergleich mit dem chemischen 
Umsatz. Wird die Vergiftungszeit der injizierten Frésche abgekirzt, 
wie in Versuch 3 und 4, so war der Anfangszerfall nicht wesentlich 
anders, dagegen die Milchséurebildung noch nicht vollstandig gehemmt 
und die Veresterung geringer. 


Tabelle II. 
Osmotische Druckénderung im Jodessigséuremuskel. 


A. Gemessene Gefrierpunktserniedrigung. 


, 





Gefrierpunkt 
Behandlung der ®) Adduktor, b) Triceps Differenz 








Nr. Dat : 
‘i ial Muskeln 4 vorher 4 nachher gemessen 
oc 0( or 
1 13. TI. Jodessigsiure- 0,343 0,387 0,044 
erschopfung 
2 15. Tl. Dasselbe 0,377 0,419 0,042 
3 iy. 30. - 0,353 0,435 0,082 
4 17. I. a 0,377 0,447 0,070 
B. Chemischer Umsatz. 
mg P20; pro g 
mg Milchsdure direkt = 
; pro g bestimmbares anorganisches Phosphagen = Pyrophosphat — 
Nr. Phosphat Phosphat e 
cunietad z 
vor- nach- vor- nach- vor- nach- vor- nach- vor- nach- 5 
her her her her her her her her her her > 
1 ae 113 055 0.325 0,545 0.80 0,00 0,25 0,00. 0,88 
2 _ . 139 0,72 025 038 1.95 0.34 027 0.00. 0,90 
3 | 0,86 112) 1,11 | 1,90 0,28 090 083 010 039 0,00 0,50 
4 | 0,08 | 0,78 1,05 | 0,92 0,27 0,58 | 0,78 | 0,34 0,58 010 0,60 
C. Berechnung. 
BR cnr oa ksh Sate lll schuli 
Nr. Kreatin- Pyro- a _ a berechnet #2 gemessen ge- 
Milchsiure phosphor-  phosphat ve ae moesen 
siiure x 15 ” °C ( 
1 _ 13,7 6.6 49 0,0285 0,044 35 
2 — 12,3 7,0 4,8 0,027 0,042 36 
3 10,0 12,7 10 - 2,9 0,055 0,082 33 
4 8,6 7,6 12,5 — 35 0,045 0,070 36 
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B. Versuche an zerschnittenen und gefrorenen Muskeln. 

Es erhob sich die Frage, ob dieser Uberschu8 der gemessenen 
osmotischen Druckzunahme bei allen Behandlungsarten des Muskels, 
die zur Vermehrung der anaeroben Spaltprodukte fiihren, in gleicher 
Weise eintritt und insbesondere von der Intaktheit der Struktur un- 
abhangig ist. Deshalb wurden Versuche an zerschnittenen Muskeln 
ausgefiihrt, die teils sofort, teils nach langerer Aufbewahrung bei 20°, 
nach Gefrieren in fliissiger Luft und Wiederauftauen und schlieBlich 
nach Warmestarre gemessen und verarbeitet wurden. Stets wurde 
zum Vergleich der Ruhewert fiir den Gefrierpunkt und den chemischen 
Umsatz am intakten Adduktor bestimmt. Die Versuche sind in Ta- 
belle III enthalten, wo die jeweilige Behandlungsart der Muskulatur 
angegeben ist. Bei der Warmestarre vorher zerschnittener Muskeln — 
die betreffenden Werte in der letzten Spalte der Tabelle LIIC sind 
mit einem Kreuz versehen — ergibt sich genau wie im intakten Muskel 
ein UberschuB von gut 30°, fiir die gemessenen iiber die berechneten 
Werte. Bei ausschlieBlichem Zerschneiden oder Gefrieren des Muskels 
ist dies aber oft nicht der Fall; besonders, wenn der Umsatz klein ist, 
ist sogar 6fters der gemessene Umsatz kleiner als der berechnete. Nun 
ist die Genauigkeit in diesen Fallen nicht sehr groB. Die Ubereinstimmung 
der beiden getrennt behandelten Muskelportionen, die fiir Milchsaure- 
und Phosphatbestimmungen dienen, ist nicht immer vollkommen 
und besonders nach dem Wiederauftauen der in fliissiger Luft gefrorenen 
Muskeln ist die enzymatische Spaltungsgeschwindigkeit so groB, dab 
zwischen der Bestimmung des A-Wertes und der chemischen Ver- 
arbeitung eventuell noch die Spaltung etwas fortschreiten kénnte. 
Aus diesen Griinden kénnen die Resultate, wo der gemessene osmotische 
Umsatz hinter dem chemisch bestimmten zuriickbleibt, nicht als ge- 
sichert betrachtet werden. Immerhin sprechen die Versuche dafiir, 
daB in zerschnittener Muskulatur, wenn der Umsatz nicht besonders 
groB ist, der sonst gefundene osmotische Uberschu8 fehlt. Dies war 
ja tibrigens auch bei schwacher Ermiidung oder kiirzerer Ruheanaero- 
biose intakter Muskeln auf Grund der vorigen Arbeit der Fall. Rasches 
Aufkochen der Muskeln andert nichts Wesentliches an den Resultaten 
(vgl. Versuch 5 und 6). 

Durch das Aufkochen warme- oder jodessigsdurestarrer Muskeln 
wird der Gefrierpunkt nicht geandert, der Spaltungsumsatz ist also 
schon vorher zum Stehen gekommen, und die Denaturierung des EiweiBes 
und die ginzliche Zerstérung der Struktur hat keinen EinfluB. Kocht 
man einen starren Muskel mit einer gewogenen Menge destillierten 
Wassers ab, so ist der Gefrierpunkt des abfiltrierten Kochsafts so groB, 
wie er sich unter Zugrundelegung von 80°, Muskelwasser aus dem 
A des starren Muskels und der Verdiinnung berechnet (vgl. Tabelle IV). 
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Tabelle II]. 


Osmotischer Druck in zerschnittener Muskulatur. 


A. Gemessene Gefrierpunktserniedrigung. 
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or 


11 


12 


14 


Datum 


20. 


24. 


30. 


27. 


ef 
. ee 
. Va 


VI. 


III. 


e. 7 
; ve 


Behandlung der Muskeln 


Add. intakt. 


.  zerschnitten, !/, Std. bei 17° 


intakt. . . oie eee te 
»  zerschnitten, !/, Std. bei 17° 
» intakt. a Ma ae 
zerschnitten, |, Std. bei 17° 
und Tric. intakt . ; 
- Rs - a) zerschnitten, 

direkt . 
b) zerschnitten, 
1 Std. 10 Min. 

bei 20° 

» Intakt. 


diinne Oberschenkelmuskeln ge- 
kocht und zerschuitten 

Add. intakt. peat to wp lane 

Muskelbrei mit Wasser gekocht 


Add. intakt . 
fliissige Luft 
Add. intakt . 
fliissige Luft 


Add. intakt . Bo uP 
»  ) zerschnitten, direkt é 
b) e 6 Std. bei 
aan 
c) . fliiss. Luft . 


Add. intakt . re en eee 
» 4) zerschnitten, 7/9 Std. bei 
Mss uk 

b) ‘> 7 Std. b. 20° 

c) _ tliiss. Luft . 

Add. intakt . ut Fas Ged 
»  zerschnitt. und Warmestarre 


»  intakt. we 
» 4) zerschnitten. . 4 
b) - und Warme- 
starre 
» Intakt. ; , : 
.  zerschnitten u. Warmestarre 
. Intakt. tip gt 
» 4) zerschnitten, °, Std. bei 
 —_——- oar. aes 
b) zerschnitten, fliss. Luft . 
c) o 


und Warmestarre , 
d) zerschnitten, fliiss. Luft, 
31/, Std. bei 2° 


Gefrierpunkt 


J vorher 
oc 


0,390 
0,403 
0,418 


0,337 


0,400 


0,390 


0,400 
0,385 


0,377 


0,354 


0,444 


0,364 


0.390 


0,404 


| 


J nachher 
OF 


0.465 
0,492 


0.469 


0.355 


0,396 


0,468 


(0,321) 
0,484 * 


0,605 
0.4945 
0,400 
0,515 


0,479 


0,420 
0,426 
0,418 
0,570 
0,407 
0,604 
0,617 
0.514 
0.576 
0 644 


0,605 


Differenz 
gemessen 


oc 


0,075 
0,089 


0.051 


0,018 


0,059 


0,068 


0.094 
0,205 
0,1095 
0,023 
0,138 


0,102 


0,066 
0,072 
0,064 
0,126 
0.043 
0,240 
0,227 
0.110 
0,172 
0,240 


0,201 


* Umgerechnet fiir Wasserzusatz, der direkt gemessene Wert ist eingeklammert 
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Tabelle III (Fortsetzung). 
B. Chemischer Umsatz. 
mg P.O; pro g 
mg Milchsaure direkt : - 
we pro g —— —" Phosphagen Pyrophosphat 
vor- nach- vor- nach- vor- nach- vor- nach- vor- nach- = 
her her her her her her her her her her > 
1 0.41 300 1,91 1,98 0,59 1,44 1,32 054 047 0,24 0,16 
2 0.55 265 208 2.07 1.26 1.80 082 027 0.37 0,25 
3 0.99 2,20 1,62 1,87 0,95 1,50 067 037 O50 O19 
4a 0.37 0,68 1,78 1,88 043 1,01 135 O86 0,525 0.51 
b 1,03 1,99 1,525 0.46 0.36 —015 
5 0,28 095 185 283 0,87 | 2,76 9,98 0,07 056 900 —0,42 
6 041 1,30 1,75 2438 0,85 | 2,22 0,90 0,21 063 0,0 0,05 
7 044 6,96 1,86 142 0,54 1,34 1.32 908 0,34 0,03 + 0,75 
8 0.60 2.50 1.90 1.79 O84 1,59 1.07 0.19 O65 O25 +051 
9a 083 1,51 1,86 1,91 O87 1.405 0.99 051 O61 O51 
b 2,83 2,49 2,15 0.34 0,26 —0,28 
¢ 2.47 2,40 2,12 0,28 0,20 0.13 
10a 066 1,15 164 198 0,90 168 0,73 0,305 0,50 0,24 — 0,09 
b 1,21 2,12 1,915 0,205 0,22 0,21 
¢ 1,29 2,17 2,09 017 017 — 0,26 
11 0,89 2,86 88 2,00 0,75 1,52 1,18 0,48 (0,26 0,28 -0,12 
12a 0.56 1,36 53 «11.56 059 1,00 0.94 0,56 049 0.39 0.07 
b 4.48 1,51 1,47 0,04 0,00 0,51 
13 O41 481 1.91 2.28 0,59 2,0) 132 0.28 047 9.00 + 0,10 
l4a 0,67 2,25 208 2,50 O87 2,04 1,21 046 0,80 0,50 0,12 
b 2,73 2,70 2,51 0,19 0,10 0 
¢ 3,63 2,90 2,72 0,18 0,20 — 0,20 
d 2,38 2.98 2.71 0,27 0,08 —0,20 
C. Berechnung. 
Millimol gebildet pro 1000 g Wasser he we 
Nr. crez - Vro- , berechnet J gemessen ge- 
Milehsaure B nn al Pin v om messen 
siure < 1,5 = oC ( 
1 36,9 13,5 6,0 0.102 0,075 27 
2 29,0 9.6 j 0,078 0,089 + 12.5 
3 18,1 5,2 5,5 0,053 0,051 — 4 
da 4.3 8.6 04 0,0245 0,018 — 26 
b 10,2 15,7 4.1 2.6 0,060 0,959 2 
5 9.3 15.8 14,5 7.4 0,087 0,068 — 22 
6 12,3 12.0 16,4 0,9 0,077 0,094 18 
7 77,6 91,5 8,1 3,5 0,193 0,295 6 
8 18,3 15.3 10.6 2.3 0,078 0,109 + 28 
9a 9.5 83 2.6 0.038 0,923 40) 
b 28,5 11,3 6,9 5,0 0,096 0,138 + 30,0 
e 22.8 12.5 10,9 25 0,090 0,102 +12 
10a 7,0 7,6 6,2 + 1,6 0,042 0,066 + 36 
b 7.6 9,4 7,4 3,7 0,052 0,072 28 
¢ 8,8 9,9 8,4 + 4.6 0,059 0,064 8 
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Tabelle 111. C. Berechnung (Fortsetzung). 
Millimel gebildet pro 1000 g Wasser Uber- 
ae. ‘ bP OTE 35 YP AO = schuB 
Nr. Kreatin- Pyro- Watt 4 berechnet #4 gemessen ge- 
Milchséure phosphor- phosphat ‘ * ¥ — meossen 
saure x 15 _ o4 ( 
11 27,2 11,3 0 2,1 0,075 0,126 40 » 
12a 11,0 6.6 2.6 03 0,037 0,043 14 
b 54,1 15,7 12,7 2.3 0,149 0,240 38 
13 60,7 18,1 12,2 — 0,5 0,168 0,227 35 
l4a 13,1 7.9 2.1 0,084 0,110 +24 
b 18.0) 18,8 0 0,1215 0,172 29 
¢ 18.1 15.8 3.8 0.1635 0,240 32 >» 
d 16.5 18.8 3.8 0,134 0201 +33 
Tabelle IV. 
Verteilung der osmotisch wirksamen Substanzen zwischen Lésung und 
Muskulatur im starren Muskel. 
Zu- Berech- 
. —e Muskel- pocetztes 4 des : ot Diffe- 
Nr Deion ae des gewicht ——e Fe tel RA. od r a . 4 sone 
— : Muskels CnOny De ; 
£ ecm ekokts 
1 11.101. Jodessigsaure- 3,222 2.00 0,416 0,232 0,234 1 
starre 
2 11.01. Warmestarre 2.354 1.88 0,664 0,327 0,332 1,5 
8 || 11. HT. he 2.491 1,97 0.682 0,350 0.341 25 
4 11.111. fe 2.359 1,97 0,699 0,339 0,338 0 


Man sieht daraus, daB die Struktur fiir die GréBe der Gefrier- 
punktsdepression keine Rolle spielt. Mit einem ruhenden Muskel 
lassen sich derartige Versuche nicht durchfiihren, weil ein noch so 
schnelles Aufkochen betrachtlichen Spaltungsumsatz 
hervorruft. Wenn man Oberschenkel- 
muskeln rasch in etwa die gleiche Menge kochenden Wassers wirft, 
nach dem Abkochen zerkleinert und den Gefrierpunkt des Dekokts 
bestimmt, so ist A um etwa 0,03 bis 0,05° gréBer geworden, als sich aus 
wirde; dies entspricht 


schon einen 


Gastrocnemien oder diinne 


dem Mischungsverhaltnis berechnen einer 
Zunahme von A gegen 0,1° in der Muskelsubstanz selbst infolge des 


Aufkochens. 


C. Uber das osmotische Verhalten der Spaltprodukte und Nebenreaktionen. 

Nachdem bewiesen war, da die Muskelstruktur auf den 4-Wert 
ohne EinfluB ist, muBten Versuche zur Erklarung des gefundenen 
osmotischen Uberschusses in zwei Richtungen unternommen werden. 
Es erschien méglich, daB die Differenz der Aktivitaten der neu auf- 
getretenen Spaltprodukte gegentiber den Ausgangsstoffen die osmotische 
Auf der anderen Seite war die Rolle von 


Druckzunahme vergréBert. 
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bekannten, aber im vorstehenden noch nicht beriicksichtigten Neben- 
reaktionen in Betracht zu ziehen wie eine tiberschiissige Glykogen- 
hydrolyse, Zunahme saureléslichen Stickstoffs oder andere Spaltungs- 
vorgange des EiweiBes. 

Das osmotische Verhalten der Spaltprodukte wurde fiir Adenyl- 
pyrophosphorsaure, Kreatinphosphorséiure und Milchséiure untersucht. 
Die Adenylpyrophosphorsaure zerfallt im Muskel in Ammoniak, Inosin- 
siure und 2 Mol Phosphorséure, waihrend sie beim Erhitzen auf 100° 
in vitro in Adenin, Ribosephosphorséure und 2 Mol Phosphorsaéure zer- 
fallt. Der Spaltungsvorgang ist also beidemal verschieden, und man kann 
daher nicht gut von dem einen auf den anderen schlieBen. Wir er- 
hitzten eine Lésung von Adenylpyrophosphorsaure, die 10,64 mg 
Pyro-P,O; pro Kubikzentimeter enthielt und daher 0,074 molar war. 
Ohne Dissoziation berechnet sich A zu 0,138°; gefunden J 0,199. 
Bei Annahme von drei Ionen (2 H’ und 1 Anion) ergibt sich ein Disso- 
ziationsgrad a = 15°,. Nach der Spaltung betrug A 0,434° oder eine Zu- 
nahme um 0,235°, wahrend sich fiir die Bildung von 3 Molekiilen ohne 
Dissoziation 0,414° berechnet. Fiir die Kreatinphosphorsaure benutzten 
wir ebenfalls ein von Dr. Lohmann hergestelltes Priparat, das 90°, 
Kreatinphosphorsaure enthielt, wahrend der Rest Hexosemonophosphor- 
siure war. Das Bariumsalz wurde mit Schwefelsdure versetzt bis zum 
volligen Umsatz, das Bariumsulfat abzentrifugiert und die freie Kreatin- 
phosphorsiure teils direkt, teils nach 30stiindigem Stehen bei 37° 
gemessen; in dieser Zeit wird die Hexosemonophosphorséure noch 
nicht angegriffen. In der folgenden Tabelle V sind drei derartige Ver- 
suche angefiihrt, in denen die Berechnung auf den Phosphagengehalt 
des Bariumsalzes bezogen ist. Wie man daraus sieht, ist die Zunahme 
des A-Wertes mindestens so groB, wahrscheinlich ein wenig gréBer, als 
fiir die Bildung von 2 Molekiilen aus einem berechnet wird, was wohl mit 
Anderung der Dissoziation zusammenhangt. 


Tabelle V. 


Gefrierpunktsiénderung bei der Phosphagenspaltung. 





| Gehalt der Direkt 


Lisung bestimmbares Molaritit 4 4 Zunahme Hien. 
N in mg des Phosphat der Lisung, : schuB 
_ Barium- in mg P bezogen auf|— i. ee vomeaseen 
salzes - Phosphagen P| Phosphagen = -V0T- nach- ge- er- 8 : 
pro eem in mg pro cem her her funden’ wartet oF}, 
1 11,97 0,7185 0,023, 0,074 0,122 0,048 0,043 +12 
2 818, 0,487 0,015, 0,048 0,081 | 0,083 0,029 + 12 
3 11,97 0,718, 0,028, 0,078 0,123 0,045 0,043 + 4 


SchlieBlich untersuchten wir das osmotische Verhalten der Milch- 
siure im Muskel. Wird wenig Milchsiure zu einer gréBeren Menge 
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Muskulatur zugefiigt, so wird sie vollstandig neutralisiert. Stammt 
das Alkali dafiir aus vorher dissoziierten Elektrolyten und ist das 
gebildete Alkalilactat ebenfalls véllig dissoziiert, so ist fir die Zu- 
fiigung von 1 Mol Milchsaure zu 1000 g Muskelwasser mit einer osmoti- 
schen Druckzunahme um 1 Mol, A = 1,86°, zu rechnen, wenn keine 
Anderung der Aktivitat der Milchsaéure oder anderer geléster Substanzen 
im Muskel eintritt. Es ergibt sich genau dieser berechnete A-Wert, 
so daB die gemachten Voraussetzungen erfiillt sind. 

42,2 Millimol Milchsaure in 1000 g Wasser ergaben ein A = — 0,086° 
(gefunden 0,085, 0,086, 0,087°). Die molare Gefrierpunktserniedrigung 
ist danach 2,04 (mit der Hillschen Dampfdruckmethode wurde 2,03 
gefunden’). 

Der Gefrierpunkt eines Muskelbreies aus Muskulatur und etwa 
dem gleichen Volumen Wasser betrug 0,224°. Zu 9,77 g dieses Muskel- 
breies wurden 0,5ccm einer 0,84 molaren Lésung von Milchsiéure 
zugesetzt oder 38mg. Es ergab sich ein A 0,308°. Differenz des A- 
Wertes bei Zusatz der Milchsiure im Mittel 0,084°. Der Muskelbrei, 
der am SchluB des Versuchs getrocknet wurde, besa} einen Wasser- 
gehalt von 89,5°%, so daB (9,77 + 0,50) . 0,895 = 9,19 g Wasser vor- 
handen war und die Konzentration der zugesetzten Milchsaure 45,9 milli- 

0,084 
molar war. 59 0,001 83° als Gefrierpunktserniedrigung fiir 1 Milli- 
mol, was mit dem theoretischen Wert iibereinstimmt. 

Von méglichen Nebenprozessen wurde die Zunahme des Zuckers 
und der Stickstoffsubstanzen in Riicksicht gezogen. Die reduzierenden 
Substanzen nahmen bei der Warmestarre unbedeutend zu. Berechnet 
auf Glucose ergab sich in zwei Versuchen eine Zunahme von 0,46 mg 
auf 0,64 mg und von 0,94 mg auf 1,14mg pro Gramm Muskel, was 
1,3 und 1,4 millimolare Spaltungszunahme bezogen auf das Muskel- 
wasser vorstellt (Glucosebestimmung nach Hagedorn-Jensen). Die in 
66°,igem Alkohol extrahierbaren Kohlenhydrate nehmen starker zu, 
namlich nach Hydrolyse in Salzsiure (in einem Versuch) um 3,9 mg 
Glucose; doch handelt es sich hier ja nicht um freie Monosaccharide, 
und die Zunahme von 6,6 Millimol Glucose als Hydrolyseprodukt 
entspricht demnach einer sehr viel geringeren Molekiilvermehrung, 
auf jeden Fall weniger als 3 Millimol. Da der unerklirbare osmotische 
UberschuB bei der Warmestarre etwa 50 Millimol betragt, so kénnen 
also nur etwa 5°, davon auf Kohlenhydrat bezogen werden. 

Der Gesamtstickstoff des Trichloressigsdurefiltrats wurde mano- 
metrisch nach van Slyke? bestimmt und war nach Ermiidung und Warme- 


! 4. Grollman, Journ. Gen. Physiol. 14, 661, 1931. 
* Journ. of biol. Chem. 71, 235, 1926. 
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starre unbedeutend vermehrt, z. B. von 2,05 auf 2,12 mg N pro Gramm 
Muskel bzw. von 1,87 auf 1,94mg. Eine Zunahme von 0,07 mg pro 
Gramm sind bei 80°, Wasser etwa 6 Millimol auf 1000; etwa ebenso 
groB oder wenig gréBer ergibt sich die Vermehrung des freien Amino- 
stickstoffs im Trichloressigsaurefiltrat (Bestimmung nach van Slyke!). 
Sie betrug in einem Versuch 0,18 mg N (von 0,17 auf 0,35), in einem 
anderen 0,09 mg N (von 0,23 auf 0,32 mg), wovon aber noch ein gewisser 
Teil auf Ammoniak entfallt. Dies wiirde bei 80°, Wasser im Mittel 
etwa 8 Millimol ausmachen. Durch Zucker und Aminosféuren wurden 
also im ganzen nur 20°, des gesuchten Uberschusses gedeckt. 


DaB dieser UberschuB daher auf eine noch unbekannte Reaktion zu 
beziehen ist, steht im Einklang mit kiirzlich erhaltenen Ergebnissen von 
O. Meyerhof, E. Lundsgaard und H. Blaschko®, wonach im Jodessigsaure- 
muskel noch eine bisher unbekannte exotherme Reaktion ablauft, die 
besonders bei langdauernder Anaerobiose in Erscheinung tritt, und 
weiterhin mit noch nicht veréffentlichtenVersuchen O. Meyerho{s, wonach 
bei wechselnden Kohlensaéuredrucken die Bildung von Alkalivalenzen im 
isometrisch zuckenden Muskel nicht unerheblich gréBer ist, als durch 
die Spaltung der Kreatinphosphorsiure in Verbindung mit der geringen 
Ammoniakbildung und unter Beriicksichtigung der aufgetretenen 
Milchsaure erklarbar ist. Alle diese Beobachtungen deuten darauf hin, 
daB entweder Kreatinphosphorsaure und Adenylpyrophosphorsaure, 
wie es von Hill vorgeschlagen wurde, sich urspriinglich in héherer 
Bindung befinden, aus der sie in Zusammenhang mit ihrer hydroly- 
tischen Spaltung frei wiirden, wobei also noch mehr Molekiile und 
gleichzeitig zusatzliche Alkalivalenzen auftraten und ein Extrabetrag 
an Warme frei wiirde, oder aber, daB ein exothermer, Alkalivalenzen 
bildender Spaltungsvorgang sich noch neben den anderen schon be- 
kannten Vorgaingen abspielt. Eine sichere Entscheidung ist vorliufig 
nicht médglich. 


Zusammenfassung. 


In Ubereinstimmung mit einer vorhergehenden Mitteilung ergibt 
sich, daB bei Ermiidung des Muskels (Warmestarre und Jodessigsaure- 
starre) der auf das Muskelwasser bezogene chemische Umsatz des 
Kohlenhydrats und der Phosphorsdureverbindungen um etwa 30°, 
hinter der aus der Gefrierpunktsinderung ermittelten Zunahme osmo- 
tisch wirksamer Molekiile zuriickbleibt. Dieser Unterschied fehlt im 
allgemeinen in zerschnittener Muskulatur bei nicht sehr fortgeschrittener 
Spaltung bzw. schwanken die Resultate hier nach beiden Seiten; bei 


1 Journ. of biol. Chem. 838, 425, 1929. 
2 Diese Zeitschr. 236, 326, 1931. 
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fortgeschrittener Spaltung nach Gefrieren in fliissiger Luft, sowie nach 
der Warmestarre ergibt sich ebenfalls etwa 30°, UberschuB aus der 
Gefrierpunktsbestimmung. 

Die Gefrierpunktsinderung ist unabhingig von der Muskel- 
struktur. Durch Nebenreaktionen, wie Vermehrung von Amino-N und 
Glykogenhydrolyse kann héchstens ein Viertel des gefundenen Uber- 
schusses erklirt werden. Die osmotische Aktivitét der im Muskel- 
stoffwechsel auftretenden Spaltprodukte ist, soweit festgestellt wurde, 
nicht anders als in wasseriger Lésung, insbesondere ergibt der Zusatz 


von Milchsaéure zu Muskulatur die berechnete osmotische Druckzunahme 
fiir das Lactation. Man mu daraus schlieBen, daB noch unbekannte 
Spaltungsreaktionen im Zusammenhang mit den schon bekannten vor 
sich gehen. 

















Uber den Stoffwechsel pankreasdiabetischer Gewebe 
und seine Beeinflussung durch Insulin. 


Von 


Il. Laser. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
Medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 9, August 1931.) 


Die groBen Anderungen, die der Stoffwechsel des Gesamtorganismus 
unter der Einwirkung bestimmter Hormone aufweist, sind bei Messungen 
der Gewebsatmung im allgemeinen nicht wiederzufinden. Es besteht 
um so mehr Aussicht, diese Einfliisse bei der Gewebsatmung fest- 
zustellen, je mehr die letztere unter normalen physiologischen Be- 
dingungen vonstatten geht. Dies wird am weitestgehenden erreicht 
durch die von O. Warburg angegebene Methode der Messung des Zell- 
stoffwechsels in Serum unter normalem CQO,-Druck (5°, CO, in Q,)!. 
In der Tat wurde bereits vor langerer Zeit gefunden”, daB Insulin auf 
die Atmung von Saugetiergeweben in Ringer-Lésung keinen EinfluB 
ausiibt, daB dagegen in Serum die Atmung von Leber und quergestreiften 
Muskeln (Zwerchfell) von Hungerratten um etwa 20°, gesteigert ist, 
sowie daB der respiratorische Quotient um einen gewissen Betrag er- 
héht ist. Es erschien aussichtsreicher, diesen EinfluB an Geweben 
pankreasdiabetischer Tiere zu studieren, weil hier die Wirkung des 
Hormons starker hervortreten muB. Weiterhin sollte nicht, wie in den 
bisherigen Versuchen, artfremdes Serum — inaktiviertes Pferdeserum —, 
sondern arteigenes verwendet werden. 

Aus diesem Grunde habe ich unter Leitung von Herrn Meyerhof 
Versuche an Geweben von Hiihnern angestellt, denen ich tags zuvor 
das Pankreas exstirpierte. Die Gewebsschnitte wurden im Hihner- 
serum suspendiert. 

Messungen der Gewebsatmung diabetischer Tiere sind in der 
Zwischenzeit auch von Richardson, Shorr und Loebel* angestellt, und 


 O. Warburg, diese Zeitschr. 164, 481, 1925; Stoffwechsel der Tumoren. 
Springer, 1926. 

2 O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 171, 381, 1926; Takane, 
ebendaselbst 171, 403, 1926. 

3 Journ. of biol. Chem. 86, 551, 1930 (vgl. vorlaufige Mitteilung Proc. 
Soc. Exp. Biol. u. Med. 25, 658, 1928). 
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zwar an Muskel und Niere pankreasdiabetischer Hunde. Dort wurde 
die Atmung in Ringer-Lésung (bzw. Phosphatlésung) in reinem Sauer- 
stoff gemessen unter Absorption des CO,. Der respiratorische Quotient 
erwies sich als verkleinert, im allgemeinen von 0.85 auf 0,75. Ob das 
Insulin einen Einflu8 ausiibte, wurde nicht untersucht, doch muB 
man in Analogie zum Verhalten normaler Gewebe in Ringer-Lésung 
annehmen, daB dies nicht der Fall gewesen sein diirfte. 


Methoden. 
Operationsmethode. 

Die Pankreasexstirpation wurde in leichter Athernarkose aus- 
gefiihrt. Die Bauchhédhle wurde schichtweise erédffnet, die oberste 
Diinndarmschlinge herausgeholt, zwischen welcher das langliche paarige 
-ankreas liegt. Die zu- und abfiihrenden GefiBe wurden mdglichst 
hoch oben von der Riickseite her (nach Umklappen der Darmschlinge) 
unterbunden. Durch das Herausschneiden des Pankreas verliert die 
Diinndarmschlinge ihre GeféBversorgung und wird nekrotisch. Infolge- 
dessen tritt der Tod nach etwa 24 Stunden ein. Die beobachteten 
Wirkungen auf die Gewebsatmung sind aber nicht durch Operations- 
schaden oder Nekrosewirkung verursacht, wie durch einen Kontroll- 
versuch mit Ausschaltung eines anderen Darmstiickes festgestellt wurde. 

Der normale Blutzuckergehalt von 0,15 bis 0,18°% steigt nach 
Pankreasexstirpation innerhalb 5 Stunden auf 0,2 bis 0,37°,. Spaterhin 
nimmt er nicht weiter zu, da die Tiere infolge der Darmnekrose moribund 
werden. Dadurch sinken die Blutzuckerwerte spaiter wieder ab. Die 
Gewebe werden 6 bis 16 Stunden nach der Operation entnommen. 

Manometrische Methodik. 

Um neben der Atmung das Verhalten des Kohlenhydratumsatzes 
Milchsaurebildung bzw. -schwund — kennenzulernen und Anhalts- 
punkte fiir die GréBe des respiratorischen Quotienten zu gewinnen, 
wurde die Warburgsche ,,Kastchen‘-Methode zur Messung des Stoff- 
wechsels in Serum kombiniert entweder mit der Bestimmung der 
Bicarbonatanderung, um Bildung bzw. Schwund von Milchséure mano- 
metrisch festzustellen, oder mit chemischer Bestimmung des Milchséure- 
gehalts. Zu diesen Versuchen diente als Muskelgewebe der musculus 
cleidothyreoideus, der eine Dicke von etwa 0,6 mm besitzt, also bei einem 
Qo, von 3 bis 5 noch unterhalb der ,,Grenzschnittdicke“ bleibt, ferner 
Nieren- und Leberschnitte. Das Gesamtvolumen der Gefibe betrug etwa 
10 ccm, die mit 7 bzw. 2cem Serum gefiillt wurden. Die Versuchs- 
temperatur betrug 38,5°._ Im Gasraum befand sich O, mit 5°, CO, bzw. 
N, mit 5% CQO,. Die chemische Milchséurebestimmung geschah nach 
den in diesem Laboratorium iiblichen Anordnungen, die Zucker- 
bestimmung im Blute bzw. Serum nach Hagedorn-Jensen. 
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Als Serum wurde stets solches von normalen Hiihnern mit einem 
Zuckergehalt von etwa 0,15°, benutzt, da angenommen werden konnte, 
daB anfanglich etwa vorhandenes Insulin bei der ein- bis zweitagigen 
Aufbewahrung im Eisschrank verschwunden sein diirfte. Als Insulin 
wurde pulverférmiges Insulin der Firma Schering verwandt, das mir 
von Herrn Prof. Schoeller freundlichst zur Verfiigung gestellt wurde, 
wofur ich auch hier meinen besten Dank sage. Es wurden wechselnde 
Konzentrationen von 0,5 bis 50 mg-°, benutzt. Eine Einheit betrug 
0,13 mg. 

Die Stoffwechselgr6Ben sind nach Warburg bezeichnet : Qo, = cmm 
Sauerstoff pro mg Trockengewicht und Stunde, Q9? — aerobe Gesamt- 
siurebildung in cmm CO, pro mg Trockengewicht und Stunde in Sauer- 
stoff, ferner Qo? = Anderung des Bicarbonatgehalts in cmm CO, pro 
mg Trockengewicht und Stunde in Sauerstoff. 


Versuche am Muskel. 

Zunachst sind in Tabelle I Versuche an Muskeln normaler und 
pankreasdiabetischer Tiere nach der Kastchenmethode in Serum an- 
gefiihrt, bei denen fiir die beiden ersten halben Stunden die Stoffwechsel- 
gréBen berechnet sind. Der scheinbare respiratorische Quotient y 


Tabelle I. 


Stotfwechselgr6Ben vom Hiihnermuskel in Hiihnerserum mit 5°, CO, in Og. 





iT 


Qo Oe i Scheinbarer 

|| Protokoll 2 = normal Blat- — dents fiir i f > I ae ” , 
Nr. Pena ee zucker vere verechnet fiir i berechnet fiir 

betiseh —_—— —_—_— | 

Nr. . | 60 Min. 3° Min. 6) yin. “seers 60 Min 
1 84 n 286 140 485 1,12 1,70 0,80 
2 86 n 2,92 2,84 4,93 3,62 1,69 1,27 
3 91 n 4,13 4,28 7,48 5,76 1,81 1,20 
4 92 n 4,75 3,34 9.57 5,00 2,01 1,49 
5 93 n 3,51 2,58 5,33 3,08 1,52 1,19 
6 100 n 4,28 3,52 6,72 4,08 1,57 1,16 
7 | 180a n 4.54 3,36 8,94 3,24 1,97 0,97 
180 b n 5,23 5,18 10,05 _ 6,88 2,00 1,33 
Durchschnitt normal: 4,03 3,32 7,21 4,10 1,78 Ly 
8 | 103 d 0,27 2,35 1,56 3,30 1,64 1,40 1,05 
9 105a d 0,32 2,96 1,94 5,00 2.68 1,69 1,39 
10 107a d 0,26 3,07 1,64 6,10 2,36 1,99 1,44 
11 107 b d 0,26 2,10 1,60 5,43 3,04 2.58 1,90 
12 llla d 0,36 3,12 2,38 4.56 2,94 1,46 1,23 
13. 111b d 0,36 2,2) 1,74 3,61 2,36 1,63 1,36 
14 116a d 0,30 3,18 2.42 4,84 4,20 1,52 1,75 
116b d 0,30 2,36 a 1,96 5.50 4,32 2,33 2,20 
Durchschnitt diabetisch: 2,67 1,90 4,80 2.93 1,85 1,54 
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setzt sich aus dem echten respiratorischen Quotienten und einem Zu- 
satzglied fiir Milchséurebildung (bzw. -schwund) zusammen, die so 
nicht unterschieden werden kénnen. Die AtmungsgréBe im diabetischen 
Gewebe ist deutlich verkleinert und zwar fiir beide Zeiten um 30 bis 
40°,. Der scheinbare respiratorische Quotient ist im Anfang nicht 
wesentlich verandert, doch scheint er in der zweiten Halfte im normalen 
Gewebe starker abzusinken. 

In der gleichen Weise wurden (Tabelle Il) im pankreasdiabetischen 
Muskel mit und ohne Insulin dieselben StoffwechselgréBen bestimmt. 
Diese Versuche wurden meist tiber 2 Stunden ausgedehnt, da sich heraus- 
stellte, daB, ahnlich wie im normalen Muskel, auch unter der Wirkung 
des Insulins der scheinbare respiratorische Quotient spaterhin absinkt, 
was in der zweiten Stunde noch deutlicher als am SchluB der ersten 
hervortritt. Die Berechnung der Tabelle II ist daher fiir 60 und 
120 Minuten sowie fiir die Zeiten von 60 bis 90 und 90 bis 120 Minuten 
getrennt vorgenommen. Es ergibt sich trotz gewisser Schwankungen 
im einzelnen mit Insulin eine deutliche Erhéhung der AtmungsgréBe, 
durchschnittlich bis zu der des normalen Muskels. Fiir eine Stunde ist 
der QYo,-Wert normaler Muskeln im Durchschnitt 3,7, im diabetischen 
Muskel in der ersten Serie 2,3, in der zweiten, ohne Insulin 2,35, mit 
Insulin 3,6*. Die absoluten Zahlen schwanken allerdings erheblich, vor 
allem nach dem Alter des Huhns, da die AtmungsgréBe in jungen Tieren 
erhéht ist. Der scheinbare respiratorische Quotient ist mit Insulin in 
der zweiten Stunde kleiner als ohne Insulin. Dies kénnte entweder 
auf Verringerung der Milchsiurebildung oder auf Verringerung des 
echten respiratorischen Quotienten beruhen. Um hierzwischen zu unter- 
scheiden, wurden einige Versuche in schwach angeséiuertem und eva- 
kuiertem Serum gemacht, worin nach Verringerung des Bicarbonats 
auf etwa ein Drittel und teilweisem Ersatz durch Phosphat der echte 
respiratorische Quotient bestimmt werden konnte. Die Versuche 
(Tabelle IIT) ergeben trotz der in der Methode gelegenen Schwankungs- 
breite, daB der echte respiratorische Quotient im normalen Muskel in 
der ersten Stunde gr6Ber ist als im diabetischen (durchschnittlich 0,835 
statt 0,735), aber in der zweiten Stunde etwa auf diesen Wert sinkt. 
Mit Insulin verliefen die Versuche unregelmaBig und sind nicht wieder- 
gegeben. Wenn danach auch das Sinken des scheinbaren respiratorischen 
Quotienten in der spateren Zeit im normalen Muskel zum Teil erklart 
werden kénnte, so reicht dies doch nicht aus, um die Verkleinerung des 
y-Wertes unter den des diabetischen Muskels verstandlich zu machen. 
Dies muBte vielmehr auf Verringerung der aeroben Milchsdurebildung 


* Spéter wurden noch drei weitere Versuche nach Art der zweiten 
Serie ausgefiihrt, die fiir diabetische Muskeln ohne Insulin im Durchschnitt 
Qo, 2,67, mit 5 bis 10 mg-°,, Insulin 3,35 ergaben. 
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Tabelle Ill. 


Echter respiratorischer Quotient vom Hiihnermuskel in angeséuertem 
Serum. 





Vo, Echter R.-Q 
Nr, || Protokoll | jn=jnormel, | __berechnet ft ee 
Nr 60 Min 120 Min 60 Min 120 Min 
l 185 u 3.81 3,31 1,0 0,690 
2 186 n 4,23 3,76 0,725 0,695 
3 187 n 4,10 4.30 0,735 0,760 
4 188 n 5.55 6,20 O.875 0,913 
Durchschnitt : 5.43 4.30 0,835 0,750 
5 189 d 3,00 2,22 0,650 0,690 
6 190 d 5,10 4,28 0,705 0,690 
7 191 d 3,85 3,24 0,940 0,790 
8 192 d 3,85 3,57 6.680 0.640 
9 194 d 3.98 0.845 
10 195 d 2,70 0,69 
11 196 d 3,53 0,583 
12 198 d 5,87 0,740 
13 199 d 3,74 0,865 
Durchsehnitt : 3,96 3,33 0.735 0,708 


beruhen. Es wurde deshalb, da dies manometrisch in unverindertem 
Serum nicht genau festzustellen ist, eine Serie chemischer Bestimmungen 
des Milchsdéureumsatzes, speziell in pankreasdiabetischen Muskeln mit 
und ohne Insulinzusatz, gemacht. In einigen Fallen war die Anderung 
des Milchsduregehalts im Vergleich zur Anfangsmilchsiure auBer- 
ordentlich geringfiigig und infolgedessen nicht sehr genau festzustellen. 
Trotzdem ergibt sich deutlich, daB sie mit Insulinzusatz verkleinert 
ist, was also die Verringerung des scheinbaren respiratorischen 
Quotienten durch Insulin ausreichend erklart. Zum Verstandnis dieser 
Erscheinung kann man vielleicht die Versuche von Hoet, Ernould und 
Debois' heranziehen, wonach die Resynthese des Glykogens im Muskel 
im AnschluB an die Arbeitsleistung nur in Gegenwart von Insulin 
vonstatten geht und daher nach Durchschneidung der das Pankreas 
versorgenden Vagusiste infolge Versiegens der Insulinproduktion auf- 
gehoben ist. Die Anderung des Milchsiuregehalts, die man an den 
Muskelstiicken in vitro findet, ist als die Resultante der in den ver- 
letzten Muskelpartien vor sich gehenden Milchsdiurebildung und des 
im unverletzten Muskelteil durch Sauerstoff bewirkten Milchséure- 


1 Journ. of Physiol. 70, 1930; Proc. Physiol. Soc. p. I u. II. 
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schwundes anzusehen. Eine solche Erhéhung des Milchsaureschwundes 
mit gesteigerter Resynthese zu Glykogen geht aber offenbar unter der 
Wirkung des Insulins vonstatten. Dies kann in direktem Zusammenhang 
mit der Erhéhung der AtmungsgréBe stehen, indem die vergréBerte 


Tabelle IV. 
Chemisch bestimmte Anderung der aeroben Milchséure im Muskel pankreas- 
diabetischer Tiere mit und ohne Insulin. 





Anderung 


| 








= =e é Anderung des Milchsiuregehalts des Milchsi&ure- 

oe 23 = in mg pro Muskelstiick gehalts i mg-" : 

, ~ he = — se aes rocken- 
~~) ee e = ohne Insulin nach mit Insulin nach  8@Wichts nach 

#¢ = ak paaet Ben Allee 120 Min. 

Nr. Fe ra z 60 Min. 120 Min. 60 Min 120 Min. — a. 
1 || 201 15 3,0 1,589 0,129 + 0,083 + 0,041 — 0,029 + 0,55 — 0,19 
2 203 17 5,0 2,773 | — 0,048 + 0,062 — 0,183 — 0,173 + 0,36 —0,i1 
3 204 14,5 10 1,770 + 0,083 + 0,055 — 0,027 + 0,985 0,38 + 0,58 
4 205a 17,9 50 0,957 + 0,452 + 0,254' + 2,6 +15 
205b 17,0 0,5 + 0,215 1,3 

5 || 2%a | 17,0! 5 0,900 0,264 + 0,242 +1,6 1,4 
206b 17,0 5 + 0,260 1,5 
206¢ 17,0 0,5 + 0,220 + 1,3 
6 207 a 15,7; 25 1,283 0,119 + 0,095 + 0,76) + 0,60 
207 b 2,5 + 0.119 + 0,072 + 0,76 + 0,46 
7 | 208 17,0 25 1,284 + 0,071 + O,OL1 4042 + 0,06 


Tabelle V. 


Anaerobe Glykolyse von Muskeln normaler und pankreasdiabetischer 
Hiihner. 





_ Insulin- Qh: 
Protokoll "= nermal | pintzucker Trocken- konzen- M 
Nr. d = dia- gewicht tration berechnet fiir 
betisch im Serum amet a 

Nr. 9'9 mg mg-° 9 30 Min 60 Min 
1 215 n 23,20 3,73 3,46 
31,20 4,43 3,88 
23, 8% 4,00 3,78 
29,05 4.31 3,80 
2 212 d 0,26 23,60 25 3,04 2.83 
19,52 25 3,54 3,42 
21,67 4,67 4,70 
21,85 3,37 3,05 
3 213 "eg 0,32 9,60 16,66 4,98 4.83 
8,16 16,66 6,31 4,98 
7.81 5,91 5,18 
4 214 d 0,24 17,98 16,66 2,65 2,27 
19,44 16,66 2,43 2,07 
16,61 2,95 2,52 
20,80 2,43 1,97 


* Ganz junges Huhn. 
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Atmung den Umfang der Resynthese steigert. Jedenfalls beruht es 
nicht auf Anderung der anaeroben Milchsadurebildung. Es folgt dies 
aus Tabelle V, aus der sich die anaerobe Glykolyse in normalen und 
pankreasdiabetischen Muskeln mit und ohne Insulinzusatz als gleich 
ergibt. 

Versuche am Nierengewebe. 

Analoge Versuche wurden an der Hiihnerniere ausgefiihrt. Da hier 
die StoffwechselgréBen besonders gut konstant sind, konnte die Er- 
mittlung des Milchsiureumsatzes durch Bicarbonatbestimmungen im 
Serum geschehen. Stets findet in Sauerstoff eine betriachtliche Bi- 
carbonatzunahme statt, entsprechend einem aeroben Schwund der 
Milchsdure. Die AtmungsgréBe normalen und pankreasdiabetischen 
Nierengewebes mit und ohne Insulinzusatz war gleich, der Milchsaure- 
schwund aber in der diabetischen Niere verkleinert und durch Insulin- 
zusatz anscheinend wieder vergroBert. Dies sieht man aus denQ),?-Werten 
der Tabellen VI, VII und VIII. 


Tabelle V1. 


Stoffwechselgr6Ben von Nierenschnitten normaler Hiihner. 








F Trockengewicht in mg oe - aa : . 
ms $22 OHS 

- = ae = = 

vc, | eareeen | Tem | 20cm E 
1 58 2,32 6,38 5,01 15,9 3,56 + 10,0 0,224 0,85 
2 59 3,40 5,19 5,43 15,6 418 +10,0 0,27 0,91 
3 69 3,40 480 4,51 20.0 6,83 + 10,0 0,342 0,84 
4 63 4,37 491 4,82 23.2 7,42 0,32 
5 64 3,81 4,99 5,21 32.6 15.70. + 7,88 0,48 0,72 
6 68 3,31 4,98 4,43 21,0 4.27 | +12,20 0,208 0,785 

Durchschnitt : 21,4 7,0 + 10.0 . 0,360 0,81 


Benutzt man die so ermittelten GréBen des Milchsaureschwundes, 
um den scheinbaren respiratorischen Quotienten auf den echten respi- 
ratorischen Quotienten umzurechnen (indem man die Q?-Werte von 
den Q2?-Werten abzieht), so ergibt sich in der Regel eine plausible 
Gr6Be des respiratorischen Quotienten zwischen | und 0,7. Der Durch- 
schnittswert in der diabetischen Niere findet sich so zu 0,67, in der 
normalen Niere zu 0,81. Scheinbar wird der kleinere Wert der dia- 
betischen Niere durch Insulinzusatz vergr6éBert, allerdings ist die Ge- 
nauigkeit dieser Versuche nicht hoch, da man zur Ermittlung des 
Q3?-Wertes eine nicht sehr groBe Differenz zweier groBer Drucke be- 


nutzt, selbst wenn das Gewebe in wenig Serum (0,5 bis 1,0 ccm) 


suspendiert wird. 
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Versuche am Lebergewebe. 


Atmung, respiratorischer Quotient und Bicarbonatschwund wurden 
ebenso an normalen und pankreasdiabetischen Lebern gemessen, jedoch 
nur ohne Insulinzusatz (Tabelle IX). Stets fand ein deutlicher Milch- 
sdureschwund im Serum statt, wie schon friiher an der Rattenleber 
beobachtet war'. Er war in der Leber diabetischer Tiere etwa ebenso 
groB wie in normaler, dagegen war der scheinbare respiratorische 
Quotient in der diabetischen Leber verringert. Zieht man hier wiederum 
den Q?- Wert ab, um den echten respiratorischen Quotienten zu er- 
halten, so ergibt sich dieser in normalem Lebergewebe im Mittel zu 0,85, 
im diabetischen Lebergewebe zu 0,69. Auch hier entspricht also die 
Verkleinerung desselben der in vivo beobachteten. 

Das Gesamtresultat, das sich auf diese Weise fiir den Gewebs- 
stoffwechsel diabetischer Gewebe in normalem Serum ergibt, zeigt also 
durchweg die Verkleinerung des echten respiratorischen Quotienten, 
dazu ergibt sich fiir Muskel und Niere eine Verkleinerung des aeroben 
Milchsaureschwunds. Am Nierengewebe folgt dies innerhalb der erreich- 
baren Genauigkeit unmittelbar aus der Verringerung der Bicarbonat- 
zunahme, fiir das Muskelgewebe nur indirekt aus der Erhoéhung des 
scheinbaren respiratorischen Quotienten und der Verkleinerung des 
echten respiratorischen Quotienten, was auf vermehrte Milchsaure- 
bildung bezogen werden muB. Diese Milchséurebildung in Sauerstoff 
ist aber die Resultante des aeroben Milchsiureschwundes im intakten 
Muskel in Verbindung mit Milchsiureproduktion an den verletzten 
Gewebsstellen. Ferner ergibt sich am Muskelgewebe eine Verringerung 
der Atmungsgr6Be um durchschnittlich 30°,. Durch Insulin werden 
diese Wirkungen in einem gewissen Umfang beseitigt. Die Atmungs- 
gréBe des Muskels wird auf den normalen Wert gesteigert und die 
aerobe Milchséiurebildung etwas verringert und 4hnlich in der 
Niere der aerobe Milchséureschwund erhéht. Weniger sicher erscheint 
eine VergréBerung des echten respiratorischen Quotienten. Die ver- 
haltnismaBige Geringfiigigkeit der Effekte (abgesehen von der deutlichen 
Atmungsbeeinflussung) ist wahrscheinlich weniger darauf zu beziehen, 
daB die Anderung des Stoffwechsels unter den Versuchsbedingungen 
geringer ware als im lebenden Tiere, als vielmehr darauf, daB sie infolge 
der durch die Methodik bedingten Schwankungen der Versuche weniger 
genau zu beobachten ist. Insbesondere kann die Atmungskohlensaure 
nur durch Kombination mehrerer Messungen an verschiedenen Gewebs- 
stiicken ermittelt werden und ebenso die Anderung des Milchsaure- 
gehalts in Verbindung mit der Atmung. Auch die mehrmals von 


1 O, Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 171, 381 (insbesondere 
Tabelle VIT), 1926. 
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mir versuchte Bestimmung des Zuckerschwunds ist unter diesen Um- 
standen verhaltnismaBig ungenau fiir die in Frage kommenden Gewebs- 
stiicke und Versuchszeiten angesichts des verhaltnismaBig hohen 
Zuckergehalts des Serums. Wenn man aber diesen durch Dialyse ver- 
ringerte, so wiirden die Verhaltnisse bereits stark von den normalen 
abweichen. Trotz dieser Einschrankungen lassen sich gewisse Er- 
scheinungen des Pankreasdiabetes und des Insulineinflusses in vivo an 
Gewebsschnitten wiederfinden. Da schon die Versuche von Best! zeigen, 
daB Insulin den Zuckerverbrauch der isolierten durchstrémten Saugetier- 
extremitét ahnlich beeinfluBt wie den des ganzen Tieres, darf man 
jedenfalls fiir dieses Hormon schlieBen, daB es nicht erst auf einem 
komplizierten Wege vermittelst Nerveneinfliissen oder Mobilisierung 
anderer Hormone wirksam wird, sondern unmittelbar am _ Kohlen- 
hydratstoffwechsel des Gewebes angreift. Dabei kénnten die vor- 
liegenden Versuche in dem Sinne sprechen, da’ mit einer Steigerung 
der Kohlenhydratoxydation eine Vermehrung des aeroben Milchsaure- 
schwunds einhergeht, der fiir die bekannte Vermehrung des Muskel- 
glykogens unter InsulineinfluB mit verantwortlich ware. 

Als Beispiel (Tabelle X) seien zum SchluB zwei Protokollausziige 
fiir einen normalen und einen diabetischen Nierenschnitt gegeben 
(Tabelle VI, Nr. 1 und Tabelle VII, Nr. 1). Die Berechnungen stimmen 
mit denen O. Warburgs iiberein. 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit werden Atmung und Milchsiureumsatz 
normaler und pankreasdiabetischer Gewebe vom Huhn in Hiihner- 
serum unter physiologischem CQO,-Druck mit und ohne Insulinzusatz 
untersucht. Im diabetischen Muskel zeigt sich eine gewisse Herab- 
setzung der AtmungsgréBe und Vermehrung der aeroben Milchsaure- 
bildung, die durch Insulin wieder beseitigt wird, in der Niere eine Ver- 
ringerung des Milchséureschwunds und in allen Geweben eine Herab- 
setzung des echten respiratorischen Quotienten. Auch dies scheint 
durch Insulin im umgekehrten Sinne beeinfluBt zu werden, soweit die 
Genauigkeit der Methoden dies zu entscheiden gestattet. 


1 Proc. Roy. Soc. B. 99, 375, 1926. 
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Der Einflub des Coferments der Milchsiurebildung 
auf die Aufspaltung von Kohlenhydratphosphorsiureestern im 
Muskelextrakt. 


Von 


K. Lohmann. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
Medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 9. August 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Das gereinigte milchsdurebildende Ferment aus Muskulatur kann 
durch Zusatz von anorganischem Phosphat + Adenylpyrophosphat 
+ Magnesium (dem Cofermentsystem der Milchsaurebildung) zur Auf- 
spaltung von Glykogen reaktiviert werden'. Die organische Kom- 
ponente des Cofermentsystems der Milchsdurebildung ist unter ge- 
wissen Bedingungen durch andere Verbindungen, die samtlich ebenfalls 
Nucleotide sind, wenigstens teilweise ersetzbar, z. B. durch die Muskel- 
adenylsiure sowie durch die von v. Euler und Myrbdck aus Bierhefe 
isolierte Cozymase. Auch bei der alkoholischen Garung gereinigter 
Zymasepraparate ist ein Cofermentsystem notwendig, das mindestens 
aus drei Bestandteilen besteht, und zwar auBer der Cofermentkomponente 
organischer Natur immer noch aus anorganischem Phosphat und 
Magnesium. Wie weit diese Ergebnisse auf die Kohlenhydratspaltung 
in anderen Geweben und Zellen ausgedehnt werden diirfen, bleibt noch 
zu untersuchen. Nach den bisherigen Untersuchungen scheint mir 
festzustehen, daB in Geweben, die vorwiegend Hexosen zu glykolysieren 
vermégen, die Bedeutung der Adenosinpolyphosphorséuren als orga- 
nischer Cofermentkomponente zuriicktritt. 

Fir die Aufklarung des Reaktionsmechanismus des Kohlenhydrat- 
abbaus zu Milchséure im Muskel (und zu Alkohol und Kohlendioxyd 
in der Hefe) ist auch die Kenntnis notwendig, an welcher Stelle der 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 237, 445, 1931. 
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Reaktionskette die einzelnen Cofermentkomponenten eingreifen. Es 
handelt sich hier um die Phosphorylierung des Kohlenhydrats und eine 
Folge von Oxydoreduktionen bzw. Dismutationen sowie Hydratationen 
und Decarboxylierungen, wie sie in dem Neubergschen Schema der 
alkoholischen Garung niedergelegt ist. Derartige Untersuchungen sind 
naturgemaB von allen Bearbeitern des Cofermentproblems ausgefiihrt 
worden. Eine Neuuntersuchung erwies sich aber als notwendig, da der 
EinfluB des Magnesiums auf diese Teilphasen festzustellen war und da 
friher nicht so weitgehend gereinigte Fermentpraparate verwendet 
wurden, wie sie jetzt dargestellt werden kénnen. 

Bisher ist folgendes iiber die Beteiligung des Cofermentsystems an 
den einzelnen Reaktionsstufen der Milchséurebildung und der alkoho- 
lischen Garung bekannt. 

1. Carboxylase: Dieses von Neuberg' entdeckte Ferment, das aus 
Brenztraubensaure CO, abspaltet, bedarf nach Neuberg nicht der Mit- 
wirkung eines Coferments und auch nicht des Magnesiums?. 

2. Methylglyoxalase': Das Coferment der Methylglyoxalase ist 
nicht mit dem Cofermentsystem der Milchsaurebildung ‘identisch?. Die 
Umwandlung von synthetischem Methylglyoxal in Milchsaure durch das 
gereinigte milchsaurebildende Ferment des Muskels ist nicht an die 
Anwesenheit von Magnesium gebunden. 

3. Aldehydmutation und Oxydoreduktion: Beide Reaktionen be- 
diirfen nach den Untersuchungen von Euler und seinen Schiilern® eines 
Coferments, das mit der von Euler und Myrback erhaltenen Cozymase 
der alkoholischen Garung identisch ist. Nach einer kiirzlich erschienenen 
Mitteilung von Euler und Nilsson* scheinen beide Reaktionen nur in 
Gegenwart von Magnesium zu erfolgen. 

4. Aufspaltung der Kohlenhydrat-Phosphorsdureester : Meyerhof® hat 
gefunden, daB die Aufspaltung der Hexosediphosphorsaure in Milchsdéure 
sehr viel weniger Coferment bendtigt als die Aufspaltung des Glykogens 
(vgl. auch Euler®). Gottschalk? hat spiter betreffs der notwendigen 
Menge Coferment bei der alkoholischen Vergarung von Glucose, Hexose- 
diphosphorsaure und Hexosemonophosphorséure (Robison-Ester) die 
Reihe aufgestellt: Glykogen > Hexosemonophosphorséure > Hexose- 
diphosphorsiure. Diesé Reihe gilt auch fiir die Milchsdurebildung. 


‘Lit. C. Neuberg, in Oppenheimers Handb. d. Biochem. 2, 442, 1925. 
2 K. Lohmann, diese Zeitschr. 237, 445, 1931. 

3 Vgl. H.v. Euler, Biokatalysatoren, 1930. 

4 H.v. Euler u. R. Nilsson, Forschungen u. Fortschritte 7, 202, 1931. 
5 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 183, 210, 1927. 

® H.v. Euler u. K. Myrbdck, H. 165, 40, 1927. 

? A. Gottschalk, H. 173, 184, 1928. 
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Wie friiher schon kurz mitgeteilt wurde! und in dieser Mitteilung aus- 
fihrlich belegt wird, ist die Aufspaltung der Hexosephosphorsaureester 
an die Gegenwart von Magnesium gebunden. 

5. Phosphorylierung: Auf Grund von Versuchen von Nilsson* 
nimmt Luler® jetzt an, daB die Phosphorylierung von Glykogen (als 
einer garungsaktiven Form) auch in Abwesenheit von Cozymase eintritt, 
daB also die Cozymase in den einleitenden Reaktionen des Zuckerabbaus 
entbehrlich ist. Diese Anschauung kann nur insoweit bestatigt werden, 
als unter bestimmten Bedingungen Fermentlésungen, die nicht mehr 
zur Milchsdurebildung aus Glykogen befahigt sind, zugesetztes 
Glykogen noch zu phosphorylieren vermégen. Bei einer intensiveren 
Reinigung des milchsdurebildenden Ferments erfolgt eine Phosphory- 
lierung, auch mit Fluorid, nur in Gegenwart des ganzen Coferment- 
systems der Milchséurebildung; die Veresterung von anorganischem 
Phosphat durch das milchséurebildende Fermentsystem tritt also nur 
mit Adenylpyrophosphat + Mg ein. 

In dieser Mitteilung wird die Aufspaltung von Hexosediphosphorséure 
und Hexosemonophosphorséure in Milchséure in Abhaéngigkeit von dem 
Cofermentsystem beschrieben, spéter in einer gemeinsamen Arbeit mit 
O. Meyerhof die Abhangigkeit der Phosphorylierung von dem Coferment- 
System. 

Experimenteller Teil. 

Als Fermentpraparat diente wieder‘ der durch Stehen bei Zimmer- 
temperatur inaktivierte bzw. in Kollodiumhiilsen durch Dialyse gegen 
0,5° ige KCl-Lésung gereinigte Muskelextrakt von Temporarien (,,dialy- 
sierter Muskelextrakt*s). Die Adenylpyrophosphorséure war nach der 
friiher gegebenen Vorschrift hergestellt >. Das verwendete Hexosediphosphat 
war aus einem Ca-Candiolin der I. G. Farbenindustrie hergestellt, das 
durch mehrmalige Umfallung als Pb-Salz und Ba-Salz, sowie durch 
sorgfaltige Ausfallung der N-haltigen Verunreinigungen mit Quecksilber- 
acetat und Quecksilbernitrat von Mg und Nucleotiden gereinigt war. Als 
Hexosemonophosphat wurde der aus Kaninchenmuskulatur hergestellte 
Embden-Ester benutzt®. 


Inaktivierter Extrakt. 

Wie friiher gezeigt ist, verliert der rach der Vorschrift von O. Meyer- 
hof hergestellte Froschmuskelextrakt nach dreistiindigem Stehen bei 
Zimmertemperatur die Fahigkeit zur Aufspaltung von Glykogen; Zu- 
satz von Adenylpyrophosphat reaktiviert die Milchséurebildung voll- 


' K. Lohmann, Naturw. 19, 180, 1931. 

2 R. Nilsson, Ark. Kemi, Mineral och Geol. 10 A, Nr. 7, 40, 1930. 

3’ H.v. Euler, Biokatalysatoren 1930, 8. 20 und 21; vgl. auch H. v. Euler 
u. K. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 15, 1924. 

4 Diese Zeitschr. 237, 445, 1931. 

5 Ebendaselbst 2338, 460, 1931. 

® Ebendaselbst 194, 306, 1928. 
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standig. Genau so verhalt sich auch die Aufspaltung von Hexose- 
diphosphat. In Tabelle I ist ein Versuch mit einem Extrakt wieder- 
gegeben, der frisch sowie nach vier- und achtstiindiger Inaktivierung 
verwendet wurde. Wie die Versuchsnummern 4 und 7 zeigen, vermag 
der inaktivierte Extrakt zugesetztes Hexosediphosphat nicht mehr auf- 
zuspalten, nach Zusatz von Adenylpyrophosphat aber in demselben 
Mabe wie der frische Extrakt (Nr. 2, 5 und 8). Zur vollstandigen In- 
aktivierung des Extrakts zur Aufspaltung der Hexosemonophosphor- 
siure geniigt ebenfalls ein dreistiindiges Stehen bei 20°. 


Tabelle I. 


11. Dezember 1930. Inaktivierung von Froschmuskelextrakt durch vier- 
und achtstiindiges Stehen bei 20° und Reaktivierung mit Adenylpyro- 
phosphat. Versuchsansétze je 2,0 cem Extraktgemisch (vgl. diese Zeitschr. 
237, 445, 1931) + 0.8cem Zusatze. 
Zusitze: Hexosediphosphat mit 1,5 mg Hexose, 
Adenylpyrophosphat mit 0,2 mg Ap. (= 0.2 mg P,O; aus 
Adenylpyrophosphat in n HCl bei 100° leicht abspaltbarer 
Phosphorséure). 


Inkubationszeit: 120 Minuten bei 20°. 





Vorhergehende 


Inaktivierung mg Milchsaure 


Nr Versuchsansitze bei 20° asl 
Std gefunden gebildet 
SRS vos a ere ee SK 0 0,39 — 
2 | Extrakt + Hexosediphosphat 0 1,29 0.90 
S00 oe eee 4 0,40 0 
4 | Extrakt + Hexosediphosphat . . . 4 0,41 0 
5 | Extrakt + Hexosediphosphat + Ap. 4 1,23 0,83 
6 | Extrakt oe ae Ss 0,44 0 
7 | Extrakt + Hexosediphosphat : 8 0,43 0 
8 | Extrakt + Hexosediphosphat + Ap. s 1,43 1,00 


Die Untersuchungen iiber die notwendige Cofermentmenge zur Aus- 
lésung der Milchséurebildung aus Glykogen, Hexosediphosphat und Hexose- 
monophosphat sollen ausfiihrlich erst weiter unten in Versuchen mit dialy- 
siertem Extrakt geschildert werden. Im Falle des inaktivierten Extrakts 
mag der .Hinweis geniigen, daB die Aufspaltung des Hexosediphosphats 
bei kleineren Konzentrationen von Adenylpyrophosphat beginnt als bei 
Glykogen und Hexosemonophosphat. In einem 4!/, Stunden lang inakti- 
vierten Extrakt bewirkte z.B. der Zusatz von 0,005 mg Ap. bei Gly- 
kogen keine Milchséurebildung, bei Hexosediphosphat 0,56 mg Milch 
siure = 37°, der maximal gebildeten Menge, bei. Hexosemonophosphat 
0,18 mg 9%. 


Wahrend der Muskelextrakt bei der Inaktivierung bei 0° noch 
nach 4 Tagen durch Adenylpyrophosphat reaktiviert werden kann, bei 
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der Inaktivierung bei 20° noch nach 8 bis 24 Stunden, wirken héhere 
Temperaturen, z. B. 38,5°, sehr schnell zerstérend auf das Ferment 
selbst ein. Zunachst erfolgt aber auch hier eine Inaktivierung des 
Extrakts durch enzymatischen Abbau des Coferments, so daB nach 
kiirzeren Inaktivierungszeiten bei 38,5° die Milchséurebildung durch 
Zusatz von Adenylpyrophosphat noch reaktiviert wird. Bei dieser 
Inaktivierung macht sich ein bemerkenswerter Unterschied in der Auf- 
spaltung von Glykogen bzw. Hexosediphosphat geltend, insofern, als 
die Fahigkeit des Extrakts zur Aufspaltung von Glykogen sehr viel 
friiher erlischt als zur Aufspaltung von Hexosediphosphat (vgl. Ta- 
belle IL). Nach 30 Minuten langer Inaktivierung des Extrakts bei 38,5° 
betragt die reaktivierte Aufspaltung bei Glykogen nur noch 10°, des 
frischen Extrakts, bei Hexosediphosphat immerhin noch 60°, nach 
60 Minuten langer Inaktivierung ist die Fahigkeit zur Glykogenspaltung 
zerstért, das Hexosediphosphat wird nach Zusatz von Adenylpyro- 
phosphat aber noch zu 40°, aufgespalten. 


Tabelle Il. 


16. Juni 1931. Aufspaltung von Glykogen und Hexosediphosphat in einem 
15 bis 60 Minuten lang bei 38,5° inaktivierten Froschmuskelextrakt. 
Versuchsansaétze je 2,0 ccm Extraktgemisch + 0,8 ccm Zusatze. 

Zusatze: Glykogen 0,2 °,, 
Hexosediphosphatlosung mit 4,0 mg Hexose, 
Adenylpyrophosphat mit 0,2 mg Ap. 


Inkubation: 120 Minuten bei 20°. 





re mg Milchs&ure 
Inaktivierung s 


Nr. Versuchsansatze Le EY Pee nae of “ 
Min gefunden ge bildet 
14 Extrakt .. ao, Pee ne 0 1,28 — 
2. Extrakt + Glykogen net AIP Page 0 3,59 2,31 
3. Extrakt + Hex \sediphosphat a 0 3,97 2.69 
4 Extrakt .. Pe ar ae 15 1,30 = 
5 Extrakt + Glykogen Tepe 15 1,38 0,08 
6 Extrakt + Glykogen+Ap.... . 15 2.89 1,59 
7  Extrakt + Hexosediphosphat .. . 15 1,94 0,71 
8 Extrakt + Hexosediphosphat + Ap. 15 3,94 2,71 
9 Extrakt .. Peete a oy. 5 30 1,31 -- 
10 Extrakt + Glykogen ey Sree 30 1,38 0,07 
11 Extrakt + Glykogen-+ Ap... . . 30 1,55 0,24 
12 Extrakt + Hexosediphosphat .. . 30 1,46 0,15 
13 Extrakt + Hexosediphosphat + Ap. 30 2,87 1,56 
14. Extrakt .. Uso ar eee oe 60 1,31 
15 Extrakt + Glykogen Boel pig 60 1,27 0 
16 Extrakt + Glykogen+ Ap... .. 60 1,27 0 
17. Extrakt + Hexosediphosphat .. . 60 1,27 0 
18 Extrakt + Hexosediphosphat + Ap. 60 2,43 1,12 
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Kaninchenmuskelextrakt ist dagegen sehr viel weniger empfindlich. 
So war hier mit Glykogen als Substrat nach vierstiindiger [naktivierung 
bei 38° mit Adenylpyrophosphat immerhin noch die Halfte der in frischem 
Extrakt gebildeten Milchs&iuremenge gefunden worden!. 


Dialysierter Extrakt. 

Wahrend im groBen und ganzen die Milchsaurebildung aus Glykogen 
einerseits und Hexosediphosphat andererseits durch Stehen des Extrakts 
bei 20° annahernd gleichmaBig inaktiviert wird, unterscheiden sich die 
beiden Substrate sehr erheblich in der zur Auslésung der Milchséure- 
bildung notwendigen Menge Coferment. Die Aufspaltung des Hexose- 
diphosphats scheint zunachst nicht an die Anwesenheit von anorga- 
nischem Phosphat gebunden zu sein, und sie benétigt auch erheblich 
weniger Mg und Adenylpyrophosphat. Auch hier findet man, ebenso 
wie bei der Aufspaltung von Glykogen, daB bei héherer Mg-Konzen- 
tration eine geringere Adenylpyrophosphatkonzentration benétigt wird 
und umgekehrt. Dieser quantitative Unterschied in der Glykogen- und 
Hexosediphosphataufspaltung zeigt sich besonders deutlich beim dialy- 
sierten Extrakt. Ein Extrakt z. B., der unter den gewahlten Versuchs- 
bedingungen nach etwa dreistiindiger Dialyse Glykogen mit Phosphat 
+. Adenylpyrophosphat allein nicht aufzuspalten vermag, sondern nur 
nach Zusatz eines Mg-Salzes, spaltet Hexosediphosphat schon mit 
Adenylpyrophosphat allein in einem betrachtlichen MaBe (75°,) auf. 
Diese Aufspaltung wird durch Mg gesteigert. Es bedarf hier sehr viel 
langerer Dialysezeiten, um den Extrakt geniigend Mg-frei zu bekommen. 
Wie friiher (I. c.) ausgefiihrt ist, sind auch in einem 20 Stunden lang 
dialysierten Extrakt immer noch einige y Mg pro ccm Extraktgemisch 
nachweisbar; diese Menge reicht aus, daB bei optimaler Adenylpyro- 
phosphatkonzentration auch in einem 24 Stunden lang dialysierten 
Extrakt noch immer eine geringe Milchséurebildung aus Hexose- 
diphosphat nachweisbar ist. Ein solcher Extrakt vermag Glykogen 
auch nach Cofermentzusatz (anorganisches Phosphat + Adenylpyro- 
phosphat + Mg oder Kochsaft) nicht mehr aufzuspalten, so daB an- 
zunehmen ist, daB bei der langen Dialyse allgemein das milchséure- 
bildende Fermentsystem geschadigt ist, im besonderen vielleicht das 
die ersten Reaktionsstufen bewirkende, das danach also den labilsten 
Teil des Fermentsystems darstellt. Eine Zusammenstellung solcher 
Versuche mit verschieden lange Zeit dialysierten Extrakten findet 
sich, zum Teil im Vergleich mit Glykogen, in Tabelle III. 

Geht aus diesen Versuchen auch schon mit ziemlicher Wahr- 
scheinlichkeit hervor, da®B die Hexosediphosphat- und Glykogen- 
aufspaltung qualitativ (abgesehen vom anorganischen Phosphat) die- 


1 Diese Zeitschr. 237, 468, 1931. 
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Tabelle III, 

Reaktivierung der Milchsaéurebildung aus Hexosediphosphat im Vergleich 
zu Glykogen in verschieden lange dialysiertem Froschmuskelextrakt. 
Versuchsansatze je 2,0ccm Extraktgemisch + 0,8cem Zusaétze. 
Inkubation: 120 Minuten bei 20°. 








7s mg Milchséurebildung mit 
- Vie - 
Nr Versuchsansatze I — —__—— —— 
— mit Extrakt + Substrat - iat Hexose- 
‘ Glykogen a 
Std. diphosphat 





1 + 0,2 mg Ap. . 3 0 1,24 

+ 0,05 mg Ap. 3 1,12 

+0,1lmg Mg. 3 0 0,06 

+ 0,2 mg Ap. + 0,1 mg Me. 3 2.39 1,66 

+ 0,2 mg Ap. . ie 5 0 1,02 

+ 0,05 mg Ap. 5 — 0,09 
+0,01mg Ap. . 5 0 0 

+ 0,2 mg Ap. + 0,1 mg Mg. 5 1,58 1,71 
2 +0,lmg Mg. 4 0 0 

+6,2mg Ap. + 0,16: mg Mg 4 1,67 1,99 

+ 0,2 mg Ap. + 0,08 mg Mg 4 1,33 1,85 

+ 0,2 mg Ap. + 0,02 mg Mg + 0,19 1,90 

+ 0,2 mg Ap. + 0,01 mg Mg 4 0,08 1,82 

3 +0,2mg Ap. .. Pe 7 0 0,85 

+ 0,2 mg Ap.+0,1 mg Mg 7 1,29 1,53 

+ 0,2 mg Ap. + 0,05 mg Mg 7 1,58 

+ 0,2 mg Ap. + 0,02 mg Mg 7 1,49 

+ 0,2 mg Ap. + 0,01 mg Mg 7 1,31 

4 + 0,2 mg Ap 15 0 0,27 
Orme me. . ws 15 0 0 

+ 0,2 mg Ap. + 0,1 mg Mg . 15 0 1,80 

5 + 0,2 mg Ap. 19 - 0,59 
+ 0,1 mg Mg 19 0 

+ 0,2 mg Ap +01 mg Mg 19 1,69 

+ 0,2 mg Ap. + 0,05 mg Mg 19 — 1,53 

+ 0,2 mg Ap. + 0,02 mg Mg 19 _ 1,28 

+ 0,2 mg Ap. + 0,01 mg Mg 19 — 1,14 

+ 0,2 mg Ap. + 0,005 mg Mg 19 - 0,88 

6 + 0,4 mg Ap. . 24 0,16 

+0,mgAp........ 24 - 0,18 

+ 0,2 mg Ap. + 0,1 mg Mg. 24 _ 0,84 

+ 0,2 mg Ap. + 0,05 mg Mg 24 - 0,75 

+ 0,2 mg Ap. + 0,02 mg Mg 24 - 0,67 

+ 0,2 mg Ap. + 0,01 mg Mg 24 — 0,58 





selben Cofermentkomponenten bendétigen, so folgt dies mit Sicherheit 
aus einer Versuchsanordnung, wo zu dialysiertem Extrakt steigende 
Adenylpyrophosphatmengen ohne und mit Mg-Zusatz gegeben wurden. 
Zwei Versuche dieser Art sind in Tabelle 1V wiedergegeben. In dem 
Extrakt von Versuch a, der 4 Stunden dialysiert war, wird Glykogen 
nur mit Adenylpyrophospaat + Mg aufgespalten. Hexosediphosphat 
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bildete ohne Mg-Zusatz mit 0,01 mg Ap. 0,11 mg Milchséure, mit Mg 
0,85 mg. In Versuch b (Abb. 1), wo der Extrakt 4'/, Stunden dialysiert 
war, wird Glykogen nur noch in geringem Umfang aufgespalten; 
Hexosediphosphat bildet mit 0,01 mg Ap. 0,12 mg Milchséiure, nach 
Zusatz von Mg 1,30 mg 64°,, der maximal gebildeten Menge. Aus 
der Abb. 1 geht besonders deutlich hervor, wieviel weniger Adenyl- 
pyrophosphat zur Aufspaltung des Hexosediphosphats nach Zusatz 
von Mg benétigt wird (Kurve 0——o) als in dem Mg-armen Extrakt 
(Kurve O———©0). Noch erheblicher ist der Unterschied zwischen 
Glykogen (Kurve e e) und Hexosediphosphat. Es muB allerdings 
betont werden, daB der Extrakt vom Versuch b sich dicht an der Grenze 












Gl? QU Qed «és 
7g Ap. 
Abb. 1. 


Abhingigkeit der Milchséurebildung aus Glykogen und Hexosediphosphat von der Adenyl- 
pyrophosphatkonzentration in dialysiertem Froschmuskelextrakt. 





Abszisse: Adenylpyrophosphatkonzentration in mg Ap. Ordinate: mg Milchs&ure gebildet, 
e @ Aufspaltung von Glykogen mit Zusatz von Magnesium. 
O---—O <Aufspaltung von Hexosediphosphat ohne Zusatz yon Magnesium. 
O——O Aufspaltung von Hexosediphosphat mit Zusatz von Magnesium. 


der vélligen Unwirksamkeit zur Aufspaltung von Glykogen befand. In 
dem in der Tabelle 1V wiedergegebenen Versuch a erscheint dieser 
Unterschied nicht so groB. 

Hiermit wird das.Problem beriihrt, wieviel Coferment fiir die Auf- 
spaltung von Glykogen, Hexosemonophosphat und Hexosediphosphat 
benétigt wird. Allgemein ]éBt sich nun betreffs der Adenylpyrophosphat - 
komponente sagen, daB der Unterschied um so geringer ist, je schonender 
der Extrakt behandelt war, d.h. der Unterschied ist am geringsten in 
einem durch Stehen inaktivierten Extrakt, am gré8ten in einem 
dialysierten Extrakt. Fiir Glykogen und Hexosediphosphat unter- 
scheidet sich die notwendige Adenylpyrophosphatkonzentration bei 
einem 3 Stunden bei 20° inaktivierten Extrakt um knapp eine Zehner- 
potenz, der Unterschied wird bei dialysiertem Extrakt bis unendlich 


groB. Glykogen und Hexosemonophosphat bendétigen in inaktiviertem 
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Tabelle IV. 
Vergleich der Milchséurebildung aus Hexosediphosphat in dialysiertem 
Extrakt bei steigenden Adenylpyrophosphatkonzentrationen mit und ohne 
Mg-Zusatz. Extrakt a 4 Stunden dialysiert, Extrakt b 4'/, Stunden 
dialysiert (zu Abb. 1). Versuchsansétze je 1,5 ccm Extraktgemisch 
+ 0,6cem Zusétze. 

Zusatze: Glykogen 0,2 °,, 

Hexosediphosphat mit 3,0 mg Hexose. 
Inkubation: 120 Minuten bei 20°. 





Versuch a (6. VI. 1931). Versuch b (19. VI. 1931). 
: Versusbeanentns mg Milchséurebildung mit mg Milchs&urebildung mit 
Nr. mit Extrakt + Substrat fom oa REECE 
Hexose- 


Glykogen digheophat Giykogen diphosphat 
1 i+GOime ap... ...... — 0,11 0,12 
21+0,02mgAp........ ~ 0,28 0,13 
3 /+004mgAp........ ~ 0,76 0,19 
ethic... 2. _ 1,54 0,89 
5 ||+016mgAp........ — - 1,35 
6 |+924mgAp........ — -- 0,06 1,39 
(ete. tr 0,06 1,47 -— _- 
8 |+02mgMg ....... 0 0 0 0 
9 + 0,2 mg Mg + 9,91 mg Ap.. 0,02 0,85 0 1,30 
10 +0,2mg Mg + 0,92mg Ap.. 0,02 1,37 0 1,45 
11 +9,2mg Mg + 0,04mg Ap.. 0,08 1,73 0 1,72 
12 + 02mg Mg + 0,08mg Ap.. 0,18 1,97 0,16 1,97 
13 | +0.2mg Mg+0,16mg Ap.. 1,68 2.12 0,31 1,95 
14 + 0,2 mg Mg + 0,24mg Ap.. _ — 0,84 2,02 
15 +-0,2 mg Mg + 0,32 mg Ap.. 1,94 2,30 - 


Extrakt etwa dieselbe Adenylpyrophosphatkonzentration. Die einzelnen 
Versuchsreihen zeigten hier Schwankungen nach beiden Seiten; doch 
war in der Mehrzahl der Versuche fiir Hexosemonophosphat eine etwas 
geringere Adenylpyrophosphatkonzentration erforderlich. Ein sehr 
deutlicher Unterschied in dieser Richtung zeigt sich im dialysierten 
Extrakt, wo er auch regelmaBig gefunden wurde. Nach den vor- 
liegender Versuchen scheint es ferner, dab, wenn bei optimalen Kon- 
zentrationen Adenylpyrophosphat und Magnesium keine Milchsaure- 
bildung aus Glykogen mehr stattfindet, auch die Aufspaltung der 
Hexosemonophosphorséure aufhért oder doch stark abgefallen ist, 
wahrend die Spaltung der Hexosediphosphorsdure dann noch weit- 
gehend reaktiviert werden kann. Eine Versuchsreihe mit Glykogen 
und Hexosemonophosphorséure als Substrat und steigenden Adenyl- 
pyrophosphatkonzentrationen ist in Tabelle V_ zusammengestellt; 
Extrakt I war 48 Stunden bei 0° inaktiviert, Extrakt II war 3!/, Stunden 
dialysiert. 

Sehr wesentliche Unterschiede zeigen sich in der Aufspaltung der 
drei Substrate Glykogen, Hexosemonophosphorsiure und Hexose- 
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Tabelle V. 


25. Juni 1931. Abhangigkeit der Milchséurebildung aus Glykogen und 
Hexosemonophosphat von der Adenylpyrophosphatkonzentration in in- 
aktiviertem und dialysiertem Extrakt bei gleichem Mg-Gehalt. Versuchs- 
ansitze je 2,0 ccm Extraktgemisch + 0,8 cem Zusatze. 
Zusétze: Glykogen 0,15°,, Hexosemonophosphat mit 0,3 mg Hexose, 
MgCl, mit 0,2 mg Mg. 
Extrakt I 48 Stunden bei 0° inaktiviert, Extrakt Il 3'/, Stunden dialysiert. 
Inkubation: 120 Minuten bei 20°. 

















Extrakt I (inaktiviert). Extrakt II (dialysiert). 
Milchs&ure gebildet mit Milchs&ure gebildet mit 
: Versuchsansatze ee — 
Nr. mit Extrakt + Sebetwet Glykogen oo Glykogen "aaa 
mg 0), mg 0/9 mg ry 0 ng Vg 
1 +02mgMg ... 0 ot le ED 0 
2) +02mg Ap. .. .;| 1,96! - 219 — 0,13 0,33 
LB +Mg+0,0lmg Ap. 0,60 30 0,92 40 0 0 0,40 29 
4 +Mg+0,02mg Ap. 0,91 45 1,25 54 0 0 | 0,43 | 32 
5 +Mg+0,04mg Ap. 1,36 67 1,73 75 0 / O 052) 38 
6 +Mg+0,08mg Ap. 1,72 85 190 88 0,32 26 088 61 
7 +Mg+0,12mg Ap. 1,91 94 213 93 0,73 60 118 86 
8 +Mg+016mg Ap. 1,99 98 230 100 092 76 1,24 91 
9 +Mg+0,20mg Ap. 2,03 100 2,23 — 1,23 100 1,37 | 100 


diphosphorsaure beziigiich der Mg-Konzentration. Wie schon aus der 
Tabelle LV und der Abb. 1 hervorgeht, vermag ein dialysierter Mg- 
armer Extrakt, der mit Adenylpyrophosphat allein (ohne Zusatz von 
Mg) gegeniiber Glykogen und Hexosemonophosphorséure unwirksam 
ist, Hexosediphosphorséiure bei optimalen Adenylpyrophosphatkonzen- 
trationen in betrachtlichem Umfang aufzuspalten. Ein Versuch mit 
steigenden Mg-Mengen (0,01 bis 0,64 mg Mg als Mg Cl,) ist in Tabelle VI 
aufgefiihrt. Der Extrakt war 4 Stunden dialysiert. Das zugesetzte 
Glykogen wurde mit Adenylpyrophosphat bzw. Mg allein nicht auf- 
gespalten; die Halfte des maximalen Umsatzes wurde hier bei einem 
Zusatz von 0,2mg Ap. mit 0,04mg Mg (5,7 .10~4m), der maximale 
Umsatz selbst mit 0,16 mg Mg (23.1074 m) erreicht. Ganz anders 
bei Hexosediphosphorsiure. In dem verwendeten Extrakt wurde mit 
0,2 mg Ap., die etwa optimal wirken, auch ohne Mg-Zusatz fast *,, 
des maximalen Umsatzes erreicht, nach Zusatz von 0,0lmg Mg 
(1,4. 10-4m) wurde fast ebensoviel Milchsiure gebildet wie mit der 
30fachen Menge. 


Wie friiher ausgefiihrt wurde (vgl. Tabelle III), gelingt es kaum, 
einen Extrakt so weit auszudialysieren, daB Hexosediphosphorsaure 
nach Zusatz von Adenylpyrophosphat nicht teilweise aufgespalten wird. 
Dieser Punkt ist bei Hexosemonophosphorsaure dagegen leicht zu er- 
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Tabelle VI. 
5. Juni 1931. Abhangigkeit der Milchséurebildung aus Glykogen und 
Hexosediphosphat von der Mg-Konzentration in dialysiertem Frosch- 
muskelextrakt. Extrakt 4 Stunden dialysiert. Versuchsansétze je 2,0 cem 
Extraktgemisch + 0,8 ccm Zusétze. 

Zusaétze: Glykogen 0,15°%, = 4mg Hexose, 

Hexosediphosphat mit 3,0 mg Hexose, 

Adenylpyrophosphat mit 0,2 mg Ap. 
Inkubation: 120 Minuten bei 20°. 





Milchsa&ure gebildet mit 








Nr. ts Tee eis Glykogen Hexosediphosphat 
mg 9/9 mg 9/9 
1 ~ 0 0 0 0 
2 4@imeMe...... 0 0 0 0 
ao. ¢ “Pot Rae 0 0 1,23 62 
4 +Ap.+0,0lmg Mg .. 0,08 5 1,82 92 
5 +Ap.+0,02mg Mg .. 0,19 11 1,90 96 
6 +Ap.+0,04mg Mg .. 0,78 45 1,94 98 
7 +Ap.+0,08mg Mg . . 1,33 77 1,98 100 
8 +Ap.+0,16mg Mg . . 1,67 97 1,99 100 
) +Ap.+0,32mg Me .. 1,72 100 (1,86) — 
10 +Ap.+0,64mg Mg .. 1,53 89 1,97 100 


reichen. Hier bewirken dann aber schon sehr viel geringere Mg-Konzen- 
trationen die Milchsaurebildung als bei Glykogen. Nach dem Versuch 
in Tabelle VII, wo ein Extrakt derselben Herstellung nach 3 und 
3°/, Stunden langer Dialyse untersucht wurde, wird nach Zusatz von 
0,005 mg Mg aus Hexosemonophosphorsaure beidemal eine Milchsaure- 
bildung erhalten, die bei dem 3 Stunden lang dialysierten Extrakt schon 
mehr ,als die Halfte der maximal gebildeten Milchsiuremenge betragt. 
Die Aufspaltung des Glykogens benétigt eine fiinf- bis zehnmal héhere 
Mg-Konzentration. In Abb. 2 ist die Milchsdéurebildung aus Glykogen 
und Hexosemonophosphorséure in Abhangigkeit von der Mg-Konzen- 
tration fiir einen 3°/, Stunden lang dialysierten Extrakt (Tabelle VII; 
Extrakt 1) wiedergegeben. 

Diese Versuche ergeben also, daB zur desmolytischen Spaltung 
der Hexosediphosphorsaure die geringste Menge Mg benotigt wird, eine 
gréBere bei der Hexosemonophosphorsiéure, eine noch gréBere beim 
Glykogen. Betreffs des Eingreifens des Mg bei dem Abbau des Glykogens 
in Milchséure im Muskelextrakt kann daher gesagt werden, daB das 
Mg hauptsdehlich fiir die Phosphorylierung benétigt wird bzw. fiir die 
Umwandlung des Kohlenhydrats in eine fiir die Phosphorylierung ge- 
eignete Zustandsform, ein wesentlich geringerer Teil fiir die weitere 
Aufspaltung des postulierten intermediéren Phosphorylierungsprodukts. 
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Tabelle VII. 
3. Juli 1931. Abhangigkeit der Milchséurebildung aus Glykogen und 


Hexosemonophosphat von der Mg-Konzentration. Extrakt 1 3 Stunden, 
Extrakt II 3°/, Stunden dialysiert. Versuchsansétze je 1,5 cem Extrakt- 
gemisch + 0,65cem Zusaétze. Glykogen und Hexosemonophosphorsaéure 


mit je 2,8 mg Hexose. 


Inkubation: 


120 Minuten bei 20°. 





Versuchsansitze 


Extrakt I, 
3 Std. dialysiert. 
| Milchstiurebildung mit 


_ Extrakt IT, 
33), Std. dialysiert 
Milchsi&urebildung mit 





| 
i] 
i] 
| 
| Glykogen 
1! 
i] 





Nr. mit Extrakt + Substrat Sane Glykogen mn 
phosphat phosphat 
|} ng °lo mg 0 mg "lo mg se 
1 +0,16mg Mg. Pi oe ce 0. 0 0 0 0 0 0 
2|+016mgAp......../| 0 | Of010; 510)! 0] 0 | 0o 
3 +0,16mg Ap. +0,005mgMg 0 | 0/108 55. 0 0 0,28) 12 
4 +0,16mg Ap.+ 0,01 mg Mg 0,05 5/1141 72/5005 5 0,64, 34 
5 +0,16mg Ap.+0,02mg Mg 0,16 16/1,79 860,08 9 1,68 88 
6 +0.16mg Ap. +0,04mg Mg 0.72) 711,88 94/025 27. 1,89) 100 
7 + 0,16mg Ap. + 0,08 mg Mg 0,87) 85 |/1,97 100 0,83 89 1,90 100 
8 + 0,16mg Ap. + 0,16mg Mg 1,02,100 | 1,93) 98 |0,93 100 1,91 100 
0 * 
x | rr 


| 1s 
as —— ls — 
“gs “ya tl i 
mg Mg 
Abb. 2 


Abhingigkeit der Milchsdéurebildung aus Glykogen und Hexosemonophosphat von der Mg-Konzen- 
tration in dialysiertem Froschmuskelextrakt bei gleichem Adenylpyrophosphatzusatz. 
Abszisse: Logarithmus mg Mg. 
Ordinate: Milchsturebildung in °/) der maximal gebildeten Milchsiuremenge 
oO () Aufspaltung von Glykogen. 
Xx x Aufspaltung von Hexosemonophosphat. 
Die Aufspaltung von Hexosemonophosphat benitigt hier etwa fiinfmal weniger Mg als die von 
Glykogen. (Mit Hexosediphosphat wird bei maximalen Adenylpyrophosphatkonzentrationen 
schon mit 0,005 bis 0,01 mg Mg die optimale Milchstiuremenge gebildet.) 








Bei der Aufspaltung der Hexosediphosphorsaure in frischem Muskel- 
extrakt treten anorganisches Phosphat und Milchséiure in aquimole- 


kularem Verhaltnis auf. Dies ist auch bei dem bei 20° inaktivierten 


und mit Adenylpyrophosphat reaktivierten Extrakt der Fall. Dagegen 
vermag der inaktivierte Extrakt selbst (also in Abwesenheit von 
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Adenylpyrophosphat) Hexosediphosphat zu dephosphorylieren, ohne 
gleichzeitige Milchsdurebildung. Die Ausschlage sind im allgemeinen 
aber nicht sehr erheblich. So wurden z. B. in einem 3 Stunden bei 
20° inaktivierten Extrakt ohne jegliche Milchséurebildung aus 2,5 mg 
zugesetztem Hexosediphosphat-P,O; nach einer Inkubation (bei 20°) 
von 30 Minuten 0,22 mg P,O; abgespalten, nach 60 Minuten 0,27 mg 
P,O;, nach 120 Minuten 0,40 mg P,O;, nach 180 Minuten 0,60 mg 
P,O,;. In Gegenwart von 0,2 mg Ap. betrug die Phosphatabspaltung 
(mit entsprechender Milchsaurebildung) nach 60 Minuten 1,86 mg P,O,, 
nach 180 Minuten 2,65 mg P,O,. Ein sehr eigenartiges Verhalten zeigte 
ein Extrakt, der verschieden lange Zeit bei 38,5° inaktiviert war 
(Tabelle VIII). In Gegenwart von Coferment stimmen Milchsaure- 
bildung und Phosphatabspaltung fiir den frischen und den 15 Minuten 
lang inaktivierten Extrakt befriedigend iiberein, in dem 30 und 
60 Minuten lang inaktivierten Extrakt steigt das Verhaltnis be- 
rechnete Milchsdéure zu gefundener Milchsiure auBerhalb der Fehler- 
grenzen iiber 1; es findet also eine Dephosphorylierung ohne Milchsaure- 
bildung statt. Diese nimmt in Abwesenheit von Coferment einen be- 
trichtlichen Umfang an; sie steigt mit der Inaktivierung bei 38,5°!, 
so daB in dem 60 Minuten lang inaktivierten Extrakt fast dieselbe 


Tabelle VIII. 
16. Juni 1931. Vergleich von Milchséurebildung und Phosphatabspaltung 
aus Hexosediphosphat in einem bei 38,5° inaktivierten Froschmuskel- 
extrakt. Versuchsansaétze je 2,0 ccm Extraktgemisch + 0,8 ecem Zusaétze. 
Hexosediphosphat = 4 mg Hexose. 


Inkubation: 120 Minuten bei 20°. 





witen- | Xt 
| Inakt- mg mg | Saure- | Milch- 
v s vierung Milch- P. O- bildung shure 
Nr. Versuchsansitze } oe, = pt Boe aus P2 Os | perechnet 
ae bildet SPalten spaltung — 
Min. berechnet gefunden 
1 | Extrakt + Hexosediphosphat . . .|)/ 0 | 2,69 | 222 | 2,85 1,96 
2 || Extrakt + Hexosediphosphat . . .| 15 | 0,71 | 0,70 | 0,89 1,25 
3 | Extrakt +- Hexosediphosphat + Ap. || 15 2,71 | 2,05 2,63 0,97 
4 | Extrakt + Hexosediphosphat . . 80 | 0,15 | 0,79 | 1,01 6,7 
5 || Extrakt + Hexosediphosphat + Ap. || 30 1,56 1,44 1,84 1,18 
6 | Extrakt + Hexosediphosphat . . .| 60 0 1,14 1,46 oo 
7 | Extrakt + Hexosediphosphat + Ap. || 60 1,12 | 1.25 1,60 1,43 


1 Demgegeniiber fanden Euler u. Ohlsén (diese Zeitschr. 37, 313, 1913) 
bei einer Trockenhefe eine ausgesprochene Aktivierung der Phosphatese 
durch 30miniitiges Erwirmen auf 40°. Bei Froschmuskelextrakt erweist 
sich die Phosphatese nach dem Erwirmen des Extrakts auf etwa 38° sowohl 
ohne wie mit Fluorid (vgl. diese Zeitschr. 222, 339, 1930) als geschidigt. 
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Dephosphorylierung mit und ohne Coferment erfolgt (1,14 bzw. 1,25 mg 
P,O;), wobei ohne Coferment keine Milchséure, mit Coferment 1,12 mg 
gebildet werden. 

Diese Dephosphorylierung der Hexosediphosphorsdure in inakti- 
viertem Extrakt beruht auf dem Gehalt des Extrakts an Magnesium, 
da in dialysiertem Extrakt eine solche Phosphatabspaltung nur nach 
Zusatz von Mg auftritt. Dies Ergebnis erinnert an den Befund von 
Erdtmann', daB Magnesium als Aktivator der Nierenphosphatase wirkt. 
Gegeniiber diesem Befund, wonach das Mg eine noch vorhandene 
Phosphatabspaltung zu steigern vermag, ist in dem in Tabelle LX wieder- 
gegebenen Versuch nun erstmals der Fall realisiert, daB ohne Mg-Zusatz 
iiberhaupt keine Desphosphorylierung stattfindet ; mit Mg-Zusatz allein 
wird Phosphat abgespalten, aber keine Milchsdure gebildet; nach Zu- 
satz von Adenylpyrophosphat allein steigt die Wirksamkeit der Phos- 
phatase stark an, die Dephosphorylierung tiberwiegt aber bei den 
langeren Inkubationszeiten deutlich die gleichzeitige Milchsaurebildung 
(Versuchs-Nr. 3 und 4). Erst mit Mg + Adenylpyrophosphat findet 
man immer ein aquimolekulares Verhaltnis von gebildeter Milchsaure 
zu abgespaltenem Phosphat. (Wahrend eine Dephosphorylierung ohne 
Milchsdurebildung mit Mg-Zusatz allein in allen Versuchen regelmaBig 
gefunden wurde, war eine zusitzliche Dephosphorylierung nach Zusatz 
von Adenylpyrophosphat zu dem Mg-armen Extrakt nicht immer zu 
beobachten. Ein solcher Versuch, mit einem anderen Extrakt als unter 
Nr. 1 bis 4 verwendet, ist unter Nr. 5 in Tabelle 1X wiedergegeben.) 

Wie friiher ausgefiihrt (1. c.), erfolgt die Aufspaltung von Glykogen 
in Milchséure nur in Gegenwart von anorganischem Phosphat. Dies ist 
zuerst von Harden und Young? fiir die alkoholische Garung der Hexosen 
und von Meyer® fiir die Milchsiurebildung aus Glykogen gefunden. 
Die Aufspaltung der Hexosediphosphorsdéure ist nun wahrscheinlich 
nicht an die Anwesenheit von anorganischem Phosphat gebunden, 
dagegen die der Hexosemonophosphorsaure, wenn diese auch sehr viel 
weniger Phosphat benétigt als die Aufspaltung des Glykogens. Die 
Erklarung fiir die Notwendigkeit des anorganischen Phosphats bei dem 
Umsatz der Hexosemonophosphorsiure ergibt sich aus dem friiher er- 
érterten Reaktionsmechanismus der Hexosemonophosphataufspalt ung‘, 
wonach diese in zwei Phasen verlauft, in einer schnellen, in der die 
Hexosemonophosphorsaure zum Teil zu Hexosediphosphorsaure verestert 
wird, wobei anorganisches Phosphat aus der Lésung verschwindet, und in 


1 H. Erdtmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 177, 211, 231, 1928. 
2 Harden, Alcoholic Fermentation. 

3 K. Meyer, diese Zeitschr. 193, 139, 1928. 

4 O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 114, 1927. 
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Tabelle IX. 
23. Juni 1931. P-Abspaltung und Milchséurebildung aus Hexosediphosphat 
in dialysiertem Froschmuskelextrakt nach 15 bis 120 Minuten langer 
Inkubation bei 20°. Extrakt 4 Stunden dialysiert. Versuchsansétze je 
2.5cem Extraktgemisch mit */, Phosphat + '/, Bicarbonat + 0.8 cem 
Zusatze. 

Zusaétze: Hexosediphosphat mit 3,0 mg Hexose = 2.35 mg P,O,. 

MgCl,-Lésung mit 0,2 mg Mg, 

Adenylpyrophosphat mit 0,2 mg Ap. 





— = Milchsture- Verhaltnis 

= + Hexosedi- zene non abgespalten P2 O5- berechnet zu 

hosphat gebildet Abspaltung Milchs&ure 
phospha Min. berechnet gefunden 

1 15 0 0,03 9,04 - 
+ Mg 15 0,04 0,13 0,16 4 
+ Ap. 15 0,49 0,31 0,39 0,80 
+ Mg Ap 15 0,85 0,62 0,79 0,93 

2 _ 30 0,02 0,04 0,05 _ 
+ Mg 30 0,04 0,27 0,34 ~ 00 
+ Ap. 30 0,62 0,52 0,66 1.06 
+ Mg + Ap. 30 1,26 0,93 1,18 0,94 

3 60 0,02 0 0 
+ Mg 60 0,12(?) 0,52 0,66 
+ Ap. 60 0,95 0,99 1,25 
+ Mg + Ap. 69 1,85 1,53 1,94 1,05 

4 - 120 0 0,02 0,03 ne 
+ Mg 120 0,02 0,64 0.81 ~~ OO 
+ Ap. 120 1,48 1,55 1,97 1,33 
+ Mg + Ap. 120 2.09 1,78 2.25 1,07 

5 — 120 0,03 0 0 — 
+M 120 0,04 0,58 0,74 ~ oo 
“+ Ap. 120 1,47 1,08 1,37 0,93 
+ Mg + Ap. 120 2.36 1,90 2.41 1,02 


einer langsameren, in der das gebildete Hexosediphosphat gespalten 
wird. Zu den Versuchen ist zu bemerken, daB es bisher nicht gelungen 
ist, einen Extrakt durch drei- bis vierstiindige Dialyse vollkommen 
frei von anorganischem Phosphat zu erhalten. Im allgemeinen enthalt 
ein Extrakt nach vierstiindiger Dialyse von 40 ccm Extrakt (mit etwa 
0,8 mg direkt bestimmbarem P,O; pro ccm) gegen 2 x 1600 ccm 
0,5°% ige KCl-Lésung immer noch 0,005 bis 0,1 mg P,O; pro ccm. 
Zu dieser von vornherein im dialysierten Extrakt vorhandenen Phosphat- 
menge tritt noch das Phosphat, das aus dem zugesetzten Adenylpyro- 
phosphat enzymatisch abgespalten wird. In den in Tabelle X wieder- 
gegebenen Versuchen handelt es sich also um nicht absolut phosphat- 
freie Enzymsysteme. 
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Tabelle X. 


5. Januar 1931. Abhangigkeit der Milchsiurebildung aus Hexosediphosphat 
und Hexosemonophosphat vom anorganischen Phosphat in dialysiertem 
Froschmuskelextrakt. Dialyse 3'/, Stunden; Inkubation 120 Minuten 
bei 20°. Versuchsansétze je 2,0 cem Extraktgemisch (mit '/, Bicarbonat) 

0,8ecem Zusétze. Glykogen 0.25°,; Hexosediphosphat und Hexose- 
monophosphat mit je 3.0 mg Hexose. MgCl, mit 0,1 mg Mg; Adenylpyro- 
phosphat mit 0,2 mg Ap. (Der zugehérige Versuch fiir die Aufspaltung von 


Glykogen ist in dieser Zeitschr. 237, 463, 1931 wiedergegeben. ) 





: Milchsdurebildung (mg} mit 
Versuchsansitze 


Nr. mit Extrakt + Substrat Hexose- Hexose- 
monophosphat diphospat 

1 +0.1mg Mg ; , 0 0 

2 + 0,2 mg Ap. . 0,10 1,24 

3 +Ap.+ Mg. a a 1,06 1,96 

4 + Ap. + Mg + 0,14 mg Phosphat-P, O; 1.60 2.03 

5 + Ap. + Mg + 0,28 mg Phosphat-P, O, 2,01 2,01 

6 + Ap. + Mg + 1,14 mg Phosphat-P, O, 2,01 2,08 

7 | + Ap. + Mg + 2,82 mg Phosphat-P, O; 1,89 — 


Nach Meyerhof aktivieren geringe Mengen Hexosediphosphat die 
alkoholische Garung gereinigter Zymasepraparate. Die LEulersche 
Cozymase ist z. B. in gut ausgewaschenen Trockenhefen nur nach Zusatz 
von Hexosediphosphat wirksam. Es wurde nun nach einem ahnlichen 
Effekt fiir die Aufspaltung von Glykogen in Milchsaéure gesucht. Im 
allgemeinen wurde in dialysiertem Extrakt bei optimalen Konzen- 
trationen Adenylpyrophosphat + Mg kein Einflu8B von geringen Mengen 
Hexosediphosphat oder Hexosemonophosphat gefunden. Dagegen war 
bei niedrigen Adenylpyrophosphatkonzentrationen in einem groBen 
Teil der Versuche sowohl mit dem Diester wie mit dem Monoester eine 
recht betrachtliche Erhéhung der Milchsaurebildung feststellbar. So 
waren in einem 3!/, Stunden lang dialysierten Extrakt aus 4 mg Glykogen 
mit 0,01 mg Ap. (+ 0,1 mg Mg) nach 2 Stunden0,28 mg Milchséiure = 16°, 
der maximal gebildeten Milchsiuremenge (1,76 mg Milchséiure mit 
0,24 mg Ap.) gebildet, in Gegenwart von 0,15 mg Hexosemonophosphat- 
Hexose aber 1,03 mg Milchséiure = 52°, (von 1,97 mg Milchséure), mit . 
0,15 mg Hexosediphosphat-Hexose 1,27 mg = 70°, (von 1,32 mg Milch- 
saiure). InanderenVersuchen blieb dieser Effekt mit Hexosemonophosphat 
vollkkommen aus, wo Hexosediphosphat stark wirksam war. Auch der 
Hexosediphosphateffekt wurde nicht regelmaBig gefunden. 


Ich danke Herrn Ph. Schuster fiir seine Hilfe bei den Versuchen. 


Zusammenfassung. 


Froschmuskelextiakt vermag nach spatestens dreistiindigem Stehen 
bei 20° zugesetzes Hexosediphosphat und Hexosemonophosphat (ebenso 
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wie Glykogen) nicht mehr in Milchsaure zu spalten. Adenylpyrophosphor- 
siure reaktiviert einen solchen inaktivierten Extrakt. 

Die Milchséiurebildung aus den beiden Kohlenhydratphosphor- 
siiureestern wird in dialysiertem Extrakt erst nach Zusatz von Adenyl- 
pyrophosphat + Magnesium vollstandig reaktiviert. Fiir die Auf- 
spaltung der Hexosediphosphorsaure ist hierbei kein (oder nur eine 
sehr geringe Menge) anorganisches Phosphat notwendig, dagegen wird 
die Aufspaltung der Hexosemonophosphorsaéure durch Zusatz von an- 
organischem Phosphat gesteigert. 

In dialysiertem Extrakt wird fiir die Aufspaltung von Glykogen, 
Hexosemonophosphat und Hexosediphosphat eine um so geringere 
Cofermentmenge benétigt, je starker das Substrat phosphoryliert ist. 

Dieser Unterschied ist besonders deutlich betreffend der Mg-Konzen- 
tration. Sehr lange Zeit dialysierte Extrakte, die auch nach Zusatz 
des vollstaindigen Cofermentsystems aus Glykogen und Hexosemono- 
phosphat keine Milchséiure zu bilden vermégen, kénnen noch fast voll- 
standig zur Aufspaltung der Hexosediphosphorsaure reaktiviert werden. 
Inaktivierter Extrakt dephosphoryliert (auch in Abwesenheit von 
Adenylpyrophosphat) in geringem MaBe Hexosediphesphorsaure, ohne 
jegliche Milchsdurebildung, dagegen nicht dialysierter (Mg-armer) Ex- 
trakt ; in diesem findet eine Dephosphorylierung erst nach Zusatz eines 
Mg-Salzes statt. 

Zusatz von Hexosediphosphat und auch Hexosemonophosphat ver- 
mag oft die Milchséiurebildung aus Glykogen bei geringen Adenyl- 
pyrophosphatkonzentrationen zu aktivieren. 























Vergleichende Untersuchungen iiber das Coferment 
der Milchsiurebildung und der alkoholischen Girung. 


Von 
K. Lohmann. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 9. August 1931.) 


Die in inaktivierten Froschmuskelextrakten aufgehobene spontane 
Milchsaurebildung aus Glykogen wird durch Adenylpyrophosphorsaure, 
Adenylsaure, Inosinpyrophosphorséure sowie durch die Hulersche 
Cozymase je nach den Inaktivierungsbedingungen mehr oder weniger 
volistandig reaktiviert. Nach Versuchen mit dialysiertem Extrakt 
kann jedoch als das eigentliche Cofermentsystem der Milchsiure- 
bildung nur das System anorganisches Phosphat + Adenylpyro- 
phosphat + Mg angesprochen werden. Auch die Garung ausgewaschener 
Trockenhefe ist mit diesem System reaktivierbar. Versuche mit Co- 
zymasepraparaten, die nach der Vorschrift von v. Euler und Myrbdck 
hergestellt wurden, zeigten nun, worauf schon in einer friiheren Mit- 
teilung! hingewiesen wurde, das zwischen der Adenylpyrophosphor- 
siure und der Eulerschen Cozymase betreffs ihrer Wirksamkeit als 
Coferment der Milchséurebildung und der alkoholischen Garung nicht 
nur ein quantitativer, sondern auch ein qualitativer Unterschied besteht, 
,daB die in Muskulatur und Hefe vorkommenden, als Coferment 
wirksamen Substanzen sich zwar gegenseitig ersetzen kénnen, dab 
hier aber doch eine Spezialisierung vorliegt, die in spezifischer Weise 
auf das zugehérige Ferment eingestellt ist‘ (1. c. 8S. 450). Es hatte sich 
nimlich gezeigt, dab die Hulersche Cozymase wohl in inaktiviertem 
Extrakt als Coferment der Milchsaurebildung zu wirken vermochte, 


Diese Zeitschr. 237, 445, 1931. 
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nicht aber in genigend lange dialysierten Extrakten, wo die Adeny!l- 
pyrophosphorséure noch voll wirksam war; dagegen konnte die Cozymase 
bei ausgewaschener Trockenhefe unter bestimmten Bedingungen wirk- 


samer sein als die Adenylpyrophosphorsiure. Aus diesem Grunde 
wurde die Bezeichnung fiir ,,Adenylpyrophosphat -— Mg + anorgani- 


sches Phosphat* als Cofermentsystem der Milchséurebildung nicht auf 
die alkoholische Garung ausgedehnt!. Die Versuche konnten aber erst 
dann quantitativ gestaltet werden, als uns Herr Professor v. Euler in 
dankenswerter Weise ein von Herrn Dr. Myrbdck hergestelltes Co- 
zymasepraparat zur Verfiigung stellte; das Praparat war bezeichnet : 
Cozymaselésung 97 vom |. Juli 1931: Trockengewicht pro Kubik 
zentimeter 3,4 mg; ACo = etwa 80000. 

Die mit diesem Praparat ausgefiihrten Versuche bestatigten das 
oben kurz skizzierte Resultat, daB die Hulersche Cozymase in kurze 
Zeit inaktivierten Froschmuskelextrakten als Coferment der Milch- 
siurebildung zu wirken vermag, nicht aber in dialysierten Extrakten. 
Andererseits ist die Eulersche Cozymase bei ausgewaschener Trocken- 
hefe noch voll wirksam, wenn die Adenylpyrophosphorsaure nur wenig 
wirksam ist. Dies gilt jedoch nur bei Zusatz von Hexose- 
diphosphat. Bei weniger intensiv ausgewaschenen Trockenhefen, die 
Glucose, auch nach Zusatz von Hexosediphosphat und Mg, nicht mehr 
zu vergiren vermégen, kann Adenylpyrophosphat + Mg (also ohne 
Hexosediphosphatzusatz) wirksam sein, wo mehrfache Konzentrationen 
von HLulerscher Cozymase (+ Mg) unwirksam sind. 

Entgegen den bisherigen Annahmen sind also das Coferment der 
Milchsdurebildung und der alkoholischen Gdrung nicht identisch. Die 
Aufklirung dieser Verhaltnisse wurde dadurch erschwert, daB beide 
Substanzen sowohl in Hefe wie in der Muskulatur vorhanden sind. 
Dazu kommt, daB wegen der gegenseitigen wenigstens teilweisen Ersetz- 
barkeit der beiden Substanzen die Grenzen der Wirksamkeit und Un- 
wirksamkeit flieBend sind und nur schwer exakt definiert werden 
kénnen. Diese Definition gelingt noch am leichtesten fiir Frosch- 
muskelextrakt; hier kann man sagen, daB ein nach unseren Methoden 
hergestellter Extrakt nach spatestens viertaigiger Inaktivierung bei 0° 
oder nach 31/,- bis 4stiindiger Dialyse nur noch durch Adenylpyro- 
phosphat, nicht mehr durch die Eulersche Cozymase reaktivierbar ist. 
Die Auswaschbarkeit der Trockenhefe hingt dagegen von der Garkraft 
der Hefe, ihrer Art und dem Alter ab. Frisch hergestellte Trockenhefen 
scheinen schwerer auswaschbar zu sein als alte Priparate. Hier fiihrt 
erst ein systematischer Vergleich der beiden Cofermente bei sukzessivem 
Auswaschen zum Ziele. 


i K, Lohmann, Naturw. 19, 180, 1931 (vorliufige Mitteilung). 
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Die beiden biologisch wichtigen zuckerabbauenden Prozesse, die 
Milchsaéurebildung und die alkoholische Garung, haben aber gemeinsam, 
daB ihr Ablauf an die Gegenwart eines Mg-Salzes gebunden ist. 


Experimenteller Teil. 

Euler und Myrbdck vergleichen die Wirksamkeit ihrer Cozymase- 
praparate, indem sie unter einmal festgelegten Versuchsbedingungen die 
mit einer bestimmten Trockenhefe erhaltene (iarung zu dem Gewicht 
der zugesetzten Cozymase in Beziehung setzen. Diese Méglichkeit det 
Priifung ist weder mit der von uns verwendeten Hefe noch mit Muskel- 
extrakten gegeben, da die Wirksamkeit der Fermentlésungen bzw. -sus- 
pensionen von Versuch zu Versuch auch bei Anwendung von Koutine- 
methoden zu sehr schwankte. Der Vergleich der Wirksamkeit muBte also 
immer von neuem an denselben Enzympraéparaten vorgenommen werden 


I. Milchsdurebildung. 

Es war zunachst zu prifen, ob der Gehalt an leicht in heiBer Saure 
hydrolysierbarem Phosphat (Pyrophosphatfraktion) in  bestimmten 
Fallungen von Muskelextrakten ein Mab der Cofermentwirkung ist. 
Als erster Versuch sei in Tabelle I die Priifung von einem Adenylpyro- 
phosphatpraparat aus Kaninchenmuskulatur (Praparat I) und Krebs- 
muskulatur (Praparat Il) wiedergegeben. Das Praparat I war in zwei 
Fraktionen geteilt, indem die salzsaure Lésung des Ba-Salzes zum 
Teil durch Zusatz von Na-Acetat aus verdiinnter essigsaurer Lésung 
(Praparat Ia), zum anderen Teil durch Zusatz von Alkohol ausgefallt 
wurde (Praiparat Ib). Alle drei Praparate besitzen in mg Ap.! prak- 
tisch dieselbe Wirksamkeit. 


Tabelle I. 
27. Marz 193i. Vergleich der Cofermentwirkung von Adenylpyrophosphat- 
préparaten aus Kaninchenmuskulatur (Praparat Ia und Ib) und Krebs- 
muskulatur (Praparat II) in inaktiviertem Froschmuskelextrakt. Extrakt 
3 Stunden bei 20° inaktiviert. Versuchsansétze je 2,0 cemt Extraktgemisch 





0.8cem Zusétze; Glykogen 0.2°,.  Inkubation 120 Minuten bei 20°. 
{| . . 
Adenylpyro-__ || mg Milchsiure mit Priparat 
. phosphat- | 
Nr konzentration Ta Ib 1] 
siaiesiannd gefunden | gebildet gefunden gebildet gefunden gebildet 
1 1,33 - — - 
2 0,022 1,31 0 1,35 0 1.35 0 
3 0,045 1,51 0,18 1,49 0,16 1,57 0),24 
4 0,09 1.79 0,37 1,68 0,35 1,71 0,38 
5 0,18 2,85 1,52 2,91 1,58 2,88 1,55 
6 0,36 3,14 1,51 3,10 1,77 3,05 1,72 


* mg Ap. bedeutet Adenylpyrophosphorséure in Milligramm leicht 


hydrolysierbarem P,O,; = 30%, des Gewichts der freien Verbindung. 
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In Tabelle II ist ein aus Hefe dargestelltes (noch nicht endgiiltig 
gereinigtes) Praparat, in dem das Verhaltnis von leicht zu schwer 
hydrolysierbarem Phosphat 1,85 war (statt 2,0 bei der Adenylpyro- 
phosphorsaure aus Muskulatur) mit Adenylpyrophosphat verglichen. 
Auch hier findet man einen Parallelismus zwischen dem leicht hydro- 
lysierbaren Phosphat und der Cofermentwirkung. 


Tabelle Il. 


19. November 1930. Vergleich der Cofermentwirkung einer Pyrophosphat- 

verbindung aus Hefe mit Adenylpyrophosphat aus Muskulatur. Extrakt 

3 Stunden bei 20° inaktiviert. Inkubation 120 Minuten bei 20°. Je 2,0 cem 
Extraktgemisch + 0,8 cem Zusitze. 





mg Milchséiure gebildet mit 


sr. || Konzentration _4¢*_Ap.~Verbindung 
in mg Ap. aus Muskel aus Hefe 
1 — 0 ia 
2 0,01 a 0,75 
3 0,02 1,15 1,14 
4 0,05 1,36 1,26 
5 0,1 - 1,45 
6 0,2 1,50 1,52 


Wie in diesen Versuchen, konnte auch in anderen, die im Laufe 
der letzten 2 Jahre angestellt wurden, niemals eine Aufteilung der 
Cofermentwirkung durch Fraktionierung der Adenylpyrophosphor- 
siure als Ba-Salz, Pb-Salz usw. erzielt werden. Am besten veran- 
schaulicht wird dies durch den Vergleich eines Adenylpyrophosphat- 
priparats aus Kaninchenmuskulatur, das sehr weitgehend gereinigt 
war (etwa 15 mal als Ba-Salz in neutraler wasseriger und saurer alkoholi- 
scher Lésung, dreimal als Hg-Salz und zweimal als Pb-Salz umgefallt, 
zweimal mit Mg-Mixtur das anorganische Phosphat ausgefallt und zwei- 
mal in alkalischer Lésung mit H,S zur Ausfallung der Schwermetalle 
behandelt) mit einem Praparat, das aus dem trichloressigsauren Extrakt 
von Frosch- und Kaninchenmuskulatur durch Neutralisieren mit 
Ba(OH), ausgefallt war; diese Fallung wurde einmal zur Entfernung 
der Trichloressigsiure mit Wasser gewaschen. Fir die Priifung wurde 
zu der Lésung des gereinigten Adenylpyrophosphatpraparats dieselbe 
Menge anorganisches Phosphat gegeben, wie in den rohen Ba-Fallungen 
enthalten war. Die ungereinigten Praiparate besitzen, wie Tabelle LI 
zeigt, dieselbe Cofermentwirkung wie das gereinigte Praparat, obwohl 
die Wirksamkeit der beiden Extrakte, die fiir den Vergleich benutzt 
wurden, selbst sehr verschieden ist. 


Trotz dieses Ergebnisses kann von vornherein nicht absolut die 
Méglichkeit ausgeschlossen werden, daB die Cofermentwirkung nicht 
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Tabelle III. 
18. Mai und 2. Juni 1931. Vergleich der Cofermentwirkung eines gereinigten 
Adenylpyrophosphatpraparats mit der rohen Ba-Fallung aus Frosch- 
muskulatur (Versuch a) und Kaninchenmuskulatur (Versuch b). — Fiir 
Versuch a war der Extrakt 3'/, Stunden bei 20° inaktiviert, fiir Versuch b 
5 Stunden. Je 2,0 ccm Extraktgemisch + 0,8 cem Zusatze. Glvykogen 0,2 ° 
Inkubation 120 Minuten bei 20°. 





Versuch a Versuch b 
Adenylpyro- sietecinibabiinens - ; 
Nr phosphat- mg Milchs&éure gebildet mit mg Milchséure gebildet mit 
i konzentration — SS EB 
in mg Ap. gereinigtem rohem Frosch- gereinigtem rohem Kaninchen 
Priparat muskelpriiparat Priparat muskeipriparat 
l — 0 — _ _ 
2 0,005 0 0 0 0 
3 0,01 0,31 0,29 0 0 
+ 0,02 1,18 1,27 0,10 0 
5 0,04 1,56 1,55 1,03 1,00 
6 0,08 1,78 1,86 1,73 1,66 
7 0,16 2.00 1,98 2.10 2,09 
8 0,32 2,04 1,98 2,32 2,28 


dem Adenylpyrophosphat selbst zukommt, sondern einer hartnackig 
anhaftenden Verunreinigung!. Diese Moéglichkeit darf mit ziemlicher 
GewiBheit durch das Verhalten der Adenylsaure, die durch Umkristalli- 
sieren leicht zu reinigen ist, ausgeschlossen werden. Die Adenylsiure 
wirkt in kurze Zeit inaktivierten Extrakten (2 bis 3 Stunden) ebenfalls 
als Coferment, aber nicht in langere Zeit inaktivierten Extrakten 


Tabelle IV. 


6. Mai 1931. Biologische Priifung der Cofermentwirkung von drei Adeny!l- 

siurefraktionen und Adenylpyrophosphat an Froschmuskelextrakt nach 

zwei- (Extrakt a) und vierstiindiger (Extrakt b) Inaktivierung bei 20°. 

Je 2,0 cem Extraktgemisch + 0,8 cem Zusaétze; Glykogen 0,2°,. Inkubation 
120 Minuten bei 20°. 





mg Milchs&ure gebildet 





. in Extrakt a mit in Extrakt b mit 
Nr Coferment- _ = — 
: — Adenyl-| Adenyl- | Adenyl-; Adenyl- Adenyl-| Adenyl- Adenyl-| Adenyl- 
shure shure saure pyro- siure siure stiure | pyrophos- 
m 1 u Ill phosphat I Il Ill phat 
1 0 ‘0 
2 -* 085 0,85 0,87 1,49 0 0,93 0,06 1,21 
3) 3x 10-4} 1,16 1,26 1,24 1,67 0,91 0,95 0,99 1,51 
4/10 x 10-4, 1,30 1,42 1,47 1,63 1,22 1,19 1,33 1,65 
5 39 x 10-4) 1,52 1,53 1,58 1,73 1,42 1,43 1,51 1,76 


1 Eine Verunreinigung mit der Eulerschen Cozymase kommt wegen 


der v6llig verschiedenen Léslichkeiten der Adenylpyrophosphorsaure 
und der Cozymasesalze nicht in Betracht. 
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(6 bis 8 Stunden). Diese Fahigkeit hangt damit zusammen, daB in 
den kurze Zeit inaktivierten Extrakten die Adenylsaiure zu Adenyl- 
pyrophosphorséure synthetisiert wird (vgl. 8. 77). In denjenigen 
inaktivierten oder dialysierten Extrakten, wo die Adenylsiure nicht 
mehr als Coferment wirkte, wurde bisher niemals eine solche Synthese 
beobachtet. 

Aus dem in Tabelle IV wiedergegebenen Versuch geht hervor, 
daB eine Aufteilung der Cofermentwirkung der Adenylsiure durch 
Umkristallisation nicht erfolgt. Die Adenylsiure war durch Zersetzung 
von gereinigtem Adenylpyrophosphat in Ca-alkalischer Lésung bei 
Zimmertemperatur hergestellt. Die mehrfach aus Wasser sowie aus 
verdiinntem Alkohol umkristallisierte Substanz wurde in heibem 
Wasser gelést, die beim Erkalten im Eisschrank ausfallenden Kristalle 
abgesaugt (Fraktion I), aus der Mutterlauge mit wenig Alkohol eine 
zweite Fraktion gefallt und schlieBlich die alkoholische Lésung zur 
Trockne eingeengt (Fraktion III). Die drei Fraktionen wurden in 
gleicher molarer Konzentration als Na-Salze mit Adenylpyrophosphat 
verglichen, und zwar in einem 2 und einem 4 Stunden lang bei 20° 
inaktivierten Extrakt. Die drei Adenylsaurefraktionen zeigen in beiden 
Extrakten praktisch dieselbe Wirksamkeit. In dem 2 Stunden inakti- 
vierten Extrakt ist diese nicht sehr viel geringer als die der Adenyl- 
pyrophosphorsaure. Die geringste verwendete Adenyl:aiurekonzentration 
ist in dem 4 Stunden dialysierten Extrakt aber unwirksam, wahrend 
Adenylpyrophosphorsaure in derselben Konzentration fast unverandert 
aktivierend wirkt. (Der in diesem Versuch verwendete Extrakt wurde 
ungewohnlich gut schon durch sehr geringe Adenylsiurekonzentrationen 
reaktiviert; im allgemeinen findet man so starke Aktivierungen erst 
bei héheren Konzentrationen.) Die Wirksamkeit der Muskeladenyl- 
siure war auch unabhangig von der Darstellung, ob sie durch Hydrolyse 
des Ba-Salzes in schwach alkalischer Suspension bei Zimmertemperatur 
oder bei 100°, oder durch Hydrolyse des Ca-Salzes bei stark alkalischer 
Reaktion erhalten war. Auf Grund dieser Versuche kann also an- 
genommen werden, da8 die intensive Cofermentwirkung der Adenyl- 
pyrophosphatpraparate der Verbindung von Adenylsiure mit 2 Mole- 
kiilen leicht hydrolysierbarer Phosphorsaure selbst zukommt und 
nicht unbekannten Begleitstoffen. 

Die mit Baryt aus neutraler Lésung ausfallbare Fraktion enthalt bei 
mit Trichloressigséure extrahierter Muskulatur nun auch den ganz itiber- 
wiegenden Anteil der gesamten Cofermentwirkung. Zur Bestimmung des 
in der Ba-Lésung zuriickbleibenden Anteils wurde die neutrale Fliissigkeit 
bei niedriger Temperatur auf etwa ein Fiinftel des Volumens eingeengt 
und bei eben lackmusalkalischer Reaktion (px 8 bis 8,5) mit dem sechsfachen 


Volumen Alkohol gefallt. Der Niederschlag wurde in Lésung gebracht und 
wieder mit Alkohol niedergeschlagen. Aus 95g Froschmuskulatur wurden 
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z. B. durch zweimaliges Ausziehen mit je demselben Volumen 10- und 
4°.iger Trichloressigsiure 240 ccm Extrakt erhalten; dieser wurde mit 
Baryt neutralisiert, die Fallung abzentrifugiert, einmal mit Wasser ge- 
waschen, dann mit Alkohol entwassert und getrocknet. Menge des Ba- 
Salzes 1,14 ¢ (Praparat I). Die Lésung wurde zusammen mit dem Wasch- 
wasser auf 50 ccm eingeengt, mit 300 cem Alkohol gefallt (Alkoholkonzen- 
tration dann 82 °,,), der Niederschlag nach Stehen iiber Nacht abzentrifugiert, 
in verdiinnter HCl vollstandig gelést und als Ba-Salz umgefalit. Menge 
des Ba-Salzes 0,21 g (Praéparat 11). 
Die P-Analyse dieser beiden Praéparate ergab in Prozenten P,O;: 





Fiir Praparat I Fiir Priparat I] 


Direkt bestimmt... 6.6 5 
7 Minuten-Hydrolyse . 11,8 12,9 
Veraschung ..... 14,2 18,7 


Das Verhaltnis von leicht hydrolysierbarem zu schwer hydrolysier- 
barem P,O,; entspricht fir das Praparat I 2,16; bei dem Praéparat II stellt 
die Ditferenz zwischen dem direkt bestimmbaren Phosphat, das hier haupt- 
sichlich Kreatinphosphorséure ist, und dem Wert nach 7 Minuten langer 
Hydrolyse nicht ausschlieBlich Phosphat aus der Pyrophosphatfraktion 
dar. da ein Teil des schwer hydrolysierbaren Phosphats mitbestimmt 
wird; dieser Anteil kann in Gegenwart gréBerer Mengen anderer P-Ver- 
bindungen nur bei Aufnahme einer vollstaéndigen HYydrolysenkurve er- 
mittelt werden!'. 

In den Versuchen in Tabelle V wurden diese beiden Praparate auf 
ihre Wirkung als Coferment der Milchséurebildung untersucht. Die ver- 
wendete Substanz ist in Milligramm des Ba-Salzes angegeben, das nach 
Umsatz mit Kaliumsulfat benutzt wurde. Mit dem Praparat Il wurden 
erst mit 6,4 mg 0,95 mg Milchséure gebildet, mit Praéparat I, wie sich durch 
Interpolation ergibt, schon mit mindestens dem zehnten Teil. Da von 
dem Praparat | auBerdem mehr als fiinfmal soviel als von Priéparat I] er- 


Tabelle V. 


27. Mai 1931. Verteilung der als Coferment wirksamen Substanzen in der 
Ba-unléslichen (Praparat I) und der Ba-léslichen Fraktion (Praéparat IT) 
eines Trichloressigsiureextrakts von frischer Froschmuskulatur. Versuchs- 
ansitze je 2.0cem Extraktgemisch + 0,8cem Zusétze; Glykogen 0,2° 

Extrakt 2'/, Stunden bei 20° inaktiviert. Inkubation 120 Minuten bei 20°. 





mg Ba-Salz mg Milchshure gebildet mit 


™ —  Priiparat I Priparat II 
1 _— 0 ~ 
2 0),2 0 0 
3 0.4 0.46 0 
4 0,8 1,41 0 
5 1.6 1,72 0 
6 3,2 1,75 0,10 
7 6.4 1,86 0,95 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 202, 466, 1928. 
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halten wurde (1,14 bzw. 0,21 g), findet sich also in der Ba-léslichen Fraktion 
des Trichloressigséureextrakts weniger als 2°, der Wirksamkeit der Ba- 
unléslichen Fraktion. Es sei noch erwahnt, daB 1,6mg Ba-Salz von 
Praparat I, die schon annéhernd maximal wirksam sind, aus etwa 0,13 g 
frischer Muskulatur erhalten sind, die also 2,0 cem inaktiviertes Extrakt- 
gemisch (aus 1.3 g frischer Muskulatur) fast vollstandig zu reaktivieren 
vermogen. Die geringe Wirksamkeit der Ba-léslichen Fraktion beruht 
nicht auf der Anwesenheit von hemmenden Substanzen, da Zusatzversuche 
mit reinem Adenylpyrophosphat dieselbe Cofermentwirkung bzw. die 
summierte austibten. 

Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit Kaninchenmuskulatur erhalten. 
Hier betrug die Gesamtwirksamkeit der Ba-léslichen Fraktion als Coferment 
der Milchséurebildung etwa 5 bis 10°, der Ba-unléslichen Fraktion. 

Setzt man die Cofermentwirkung von Kochsaft aus frischer Muskulatur 
in Beziehung zu seinem Gehalt an leicht hydrolysierbarem Phosphat im 
Vergleich zu gereinigtem Adenylpyrophosphat, so wurde in einem Teil der 
Versuche bei niedrigen Ap.-Konzentrationen mit Kochsaft eine deutlich 
stirkere Aktivierung erzielt als mit Adenylpyrophosphat, in anderen Ver- 
suchen ein vollstandiger Parallelismus gefunden. Die bei optimalen Kon- 
zentrationen Coferment gebildete Milchséuremenge war immer annéhernd 
gleich. Diese gelegentlich starkere Aktivierung scheint durch den Gehalt 
des Kochsaftes an Kohlenhydratphosphorsaéureestern bzw. anderen akti- 
vierend wirkenden Substanzen verursacht zu sein, die, wie in der vor- 
stehenden Arbeit mitgeteilt', in den Extrakten oft die Aufspaltung von 
Glykogen steigern. Praparativ wurden in Kochsaft von frischer Rinder- 
muskulatur in der Ba-unléslichen Fraktion (nach EnteiweiBung mit Tri- 
chloressigséure) etwa 90°, der gesamten Wirksamkeit gefunden und nur 
rund 10°, in der Lésung. 

Dieselben Vergleiche wie mit Muskeln erfolgten auch mit Hefe. 400 ¢ 
gewaschene Bierhefe wurden in 400 cem Wasser verriihrt und mit 100 cem 
40°. iger Trichloressigsiure und 2,5 ccm konzentrierter Salpeterséure vom 
spez. Gew. 1,4 extrahiert. Die abgetéteten Hefeleiber wurden abzentri- 
fugiert, die Lésung soweit mit konzentrierter NaOH neutralisiert, daB 
Kongopapier noch eben geblaut wurde und dann mit 45 cem kalt gesattigter 
neutraler Pb-Acetatlésung gefallt. Die Fallung erfolgte also in essigsaurer 
Lésung. Nach Zersetzen des Pb-Niederschlags mit H,S wurde das Ba-Salz 
hergestellt (Priparat I; 0,91 g). Die essigsaure Pb-Lésung wurde dann 
bei po 10 mit weiterem Pb-Acetat vollstandig ausgefallt, der Pb-Nieder- 
schlag ebenfalls mit H,S zersetzt und aus der Lésung das Ba-Salz mit 
Alkohol gefallt (Praéparat Il; 0,31 g¢). Die Cofermentwirkung der beiden 
Priparate wurde in einem Extrakt derselben Herstellung, der 2'/, Stunden 
bei 20° bzw. 48 Stunden bei 0° inaktiviert war, gepriift (Tabelle VI). Mit 
Adenylpyrophosphat wurden in denselben Extrakten gebildet mit 0,02 mg 
Ap. 1,46 und 1,09 mg Milchséure, mit 0,04 mg Ap. 1.69 und 1,35 mg, mit 
0.08 mg Ap. 1,82 und 1,41 mg, mit 0,16mg Ap. 2,16 und 1,50 mg Ap. 
In dem 2'/, Stunden bei 20° inaktivierten Extrakt sind 6.4 mg des Pra- 
parats II etwa ebenso wirksam wie 3,2 mg des Praparats I (Tabelle VI). 
Unter Beriicksichtigung der Substanzmenge finden sich also in der in essig- 
saurer Lésung mit Pb-Acetat nicht fallbaren Fraktion (II) etwa 20% der 
Cofermentwirkung und 80°, in der falibaren Fraktion (1). Die 20°, stellen 


' Diese Zeitschr. 241, 65, 1931. 
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jedoch nur die unterste Grenze dar, da es ungewiB bleibt, ob der leichter 
lésliche Teil des Coferments mit alkalischer Pb-Losung quantitativ fallbar 
ist. Versuche, wo ein Teil der Lésung mit Hg(N Oy), bei ganz schwach 
saurer Lésung gefallt wurde, ergaben jedoch ungefaihr dasselbe Resultat 
wie die alkalische Pb-Fallung. Wesentlich in dem in Tabelle VI wieder 
gegebenen Versuch ist nun, daB die Cofermentwirkung der leichter léslichen 
Fraktion (Praparat 11) in dem 48 Stunden lang bei 0° inaktivierten Extrakt 
verschwunden ist, wahrend das Praparat | noch wirkt; die Abnahme der 
Wirksamkeit ist nicht viel geringer als bei Adenylpyrophosphat. Auf dieses 
Ergebnis ist unten bei der Untersuchung der Eulerschen Cozymase, 
die ebenfalls bei langerer Inaktivierung des Extrakts ihre Wirksamkeit 
verliert, ausfiihrlich zuriickzukommen. Es sei hier noch bemerkt, daB 
bei weiterer Reinigung der leichter léslichen Cofermentfraktion nach der 
Vorschrift von Euler und Myrbdck grundsatzlich dieselben Verhaltnisse 
gefunden wurden: die Praparate waren als Coferment der Milchséure- 
bildung wirksam in kurze Zeit inaktivierten Extrakten, unwirksam in 
langere Zeit inaktivierten oder dialysierten Extrakten. Im Gegensatz zu 
den Praéparaten aus Muskulatur finden sich allerdings in den ungereinigten 
Hefepraparaten ebenso wie im Hefekochsaft Substanzen, die auf die Milch- 
saiurebildung aus Glykogen hemmend wirken. 


Tabelle VI. 


13. Mai 1931. Biologische Priifung von Hefecofermentpraparaten in in- 

aktiviertem Froschmuskelextrakt. Extrakt a 2'/, Stunden bei 20°, 

Extrakt b 48 Stunden bei 0° inaktiviert. Versuchsansatze je 2,0 cem 

Extraktgemisch + 0,8 cem Zusétze; Glykogen 2°,. Inkubation 120 Minuten 
bei 20°. 





: mg Milchséure gebildet 
Coferment- 


Nr. zusatz in mg in Extrakt a mit in Extrakt b mit 
Ba-Salz : 
Priparat | Priparat II Priparat | Priparat II 

1 — 0 — 0 

2 0.1 0.04 0 0 0 
8 02 0.03 0 0 0 
4 0,4 0,11 0 0 0 
5 0,8 0,32 0,06 0 0 
6 1.6 1.03 0,05 0.42 0 
7 3,2 1,21 0,56 0,69 0) 
8 64 1,26 1,23 0,83 0 


Kurz zusemmengefapt ist das Ergebnis dieses Abschnittes, dap in 
Muskulatur wie in Hefe die als Coferment der Milchsdurebildung wirkenden 
Substanzen in der Hauptsache schwer lisliche Ba- und Pb-Salze geben, 
sich also grundsdtzlich von der leicht lislichen Eulerschen Cozymase 
unterscheiden. Das Coferment der Milchsdurebildung in Muskulatur ist 
fast ausschlieBlich die Adenyl pyrophosphorsdure. 


Hiermit stehen die mit dem Lulerschen Cozymasepraparat er- 
. ° ° + ° ° , 7 F 
haltenen Ergebnisse in Ubereinstimmung. Von den Versuchen sei 
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je einer mit inaktiviertem Extrakt (Tabelle VIL) und mit dialysiertem 
Extrakt (Tabelle VIII) wiedergegeben!?. 


Tabelle VII. 


7. Juli 1931. Vergleich von Adenylpyrophosphat und Eulerscher Cozymase 

als Coferment der Milchséurebildung in inaktiviertem Froschmuskelextrakt. 

Versuchsansaétze je 1,5cem Extraktgemisch + 0,6 cem Zusétze; Glykogen 
0.2%. Inkubation 120 Minuten bei 20°. 





Cofermentzusatz mg Milchséure gebildet ; Extrakt inaktiviert 
Nr. ; ‘ : ; 
. 2Std. 6Std. 1Tag 2Tage 4 Tage 
mg mol. bei 20° bei 20 bei 0° bei 0° bei 0° 
0,04 mg Ap 13.10-# 191 O41 137 123 0 
2 0,16 mg Ap. 5,8. 10-¢ 2,71 1,45 


1 
45 2,01 1,83 1,18 
0 


3 0,20 mg Cozymase 2.7.10-4 0,23 0,48 0,17 0 
4 | 080mg Cozymase  10,7.10—4 0,88 0,06 1,33 1,38 0 


In der Versuchsreihe der Tabelle VII ist die Cozymase nach 
6 Stunden langer Inaktivierung bei 20° und nach 4 Tagen bei 0° un- 
wirksam geworden. 

In dialysiertem Extrakt reaktivierte die Cozymase nach 2%/,stiin- 
diger Dialyse noch die Milchséurebildung, nicht mehr nach _ vier- 
stiindiger Dialyse. (Die fiir diesen Versuch, Tabelle VIII, verwendeten 
Kollodiumhiilsen waren wenig durchlassig.) 

Beziiglich der molaren Konzentration entspricht eine Gewichtseinheit 
Ap. (= Pyrophosphat-P,0;) der 2?/,fachen an Cozymase, wenn dieser die 
Zusammensetzung einer Adenosinphosphorséure zugrunde gelegt wird. Da 
der ACo-Wert des Priparats 80000 ist, von Euler und M yrbdck in jiingster 
Zeit aber Priparate mit dem Wert bis 140000 hergestellt sind *, entsprache 
die Gewjchtseinheit Ap. etwa dem Fiinffachen des von mir benutzten Co- 
zymasepraparats. 

Zusatz von gréBeren Mengen Cozymase, die fiir sich selbst un- 
wirksam sind, zu geringen Konzentrationen Adenylpyrophosphat 
vermag unter gewissen Versuchsbedingungen die Milchsaurebildung 
nicht unerheblich zu steigern. Hexosediphosphat erhéht ebenfalls 
betrachtlich die Aufspaltung von Glykogen durch Cozymase. Aber 
auch hier erweist sich die Adenylpyrophosphorsiure als erheblich 
wirksamer. Eine Zusammenstellung einer Versuchsreihe mit einem 
3!/, und 5 Stunden lang dialysierten Extrakt findet sich in Tabelle IX. 


1 Betreffs des inaktivierten Extrakts ergaben vergleichende Versuche 
von Cozymase mit Muskeladenylsaéure, die im einzelnen nicht aufgefiihrt 
werden sollen, da8 die Wirksamkeit der Cozymase gréBer ist und langer 
anhalt. 

2 H. von Euler u. K. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 198, 219, 1931. 
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Tabelle VIII. 
4. Juli 1931. Vergleich von Adenylpyrophosphat und Eulerscher Cozymase 
als Coferment der Milchsaéurebildung in dialysiertem Froschmuskelextrakt. 
Versuchsansaétze Je 1,5cem Extraktgemisch + 0,7 cem Zusétze; Glykogen 
0,2°, 0,15 mg Mg als MgCl,. Inkubation 120 Minuten bei 20°. 


(Eine Cofermentkonzentration von 0,32. 10-4 mol. entspricht 0,01 mg Ap. 





; bzw. 0,025 mg Cozymase.) 
f Extrakt 2%, Std. dialysiert, Extrakt 4 Std. dialysiert, 
Coferment- mg Milchsaéure gebildet mit mg Milchsdure gebildet mit 
Nr konzentration . . 
10-4 mol. Adeny!pyro- Adenylpyro- 


Cozymase Co nas 
phosphat er phosphat a 


I 1 - 0 - 0 
/ 2 0,32 1,29 0 0,03 0 
F 3 0,64 1,50 0,07 0,87 0 
| 4 1,28 1,73 0,06 1,48 0 
5 2.6 1,77 1,00 1,75 0 
6 5,1 1,85 1,25 1,91 0,05 
7 10,2 1,83 1,57 1,98 0,15 
8 20,4 — 1,55 0,12 
| 
t T'abe lle 2 ¥ 
16. Juli 1931. Steigerung der Cofermentwirkung durch Gemische von 
Adenylpyrophosphat und Cozymase sowie Hexosediphosphat. Versuchs- 
| ansatz je 1.5cem Extraktgemisch + 0.65 cem Zusaétze; Glykogen 0,2 ° 


0.2 mg Mg als MgCl,, Hexosediphosphat mit 0.15 mg Hexose. Inkubation 
120 Minuten bei 20°. 





mg Milchséure gebildet 


Nr Versuchsansitze 
Extrakt + Glykogen + Mg Extrakt 3'/, Std. Extrakt 5 Std 
dialysiert dialysiert 
1 0 0 
2 + 0,04 mg Ap. . 7 0,31 0,07 
3 +0,04mg Ap. + Hexosediphosphat ae 1.84 0.33 
4 0,.2mg Ap... . = io 2,44 1,54 
5 +0,5mg Cozymase......... 0,03 0 
: 6 + 0,1 mg Cozymase + Hexosediphosphat 1,10 0) 
7 + 0,2 mg Cozymase + Hexosediphosphat 1.59 0.07 
8 + 0,5 mg Cozymase + Hexosediphosphat 1,94 0,93 
9 + 0,04mg Ap. + 0,1 mg Cozymase . 048 0) 
10 0,04 mg Ap. + 9,2 mg Cozymase . . 0,68 0 
11 + 0,04mg Ap. + 0,5 mg Cozymase . . 1,11 0 


Wie schon friiher erértert ist, scheint die Muskeladenylsaure nur dann 
als Coferment der Milchsdéurebildung zu wirken, wenn eine Synthese zu 
Adenylpyrophosphorsaure erfolgt. Ein Verschwinden von anorganischem 
Phosphat in Gegenwart von Adenylsfiure unter Bildung einer leicht 
hydrolysierbaren P-Verbindung wurde zuerst von Lehnartz' in Muskel- 


| E. Lehnartz, ebendaselbst 184, 1, 1929. 
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preBsaft beobachtet. Die hierbei entstehende Verbindung ist nun in 
der Hauptsache Adenylpyrophosphorsaure, aus der durch Desami- 
nierung teilweise Inosinpyrophosphorsaure entstehen kann 

Versuch vom 5. Novernber 1929. Zu 25 cem Froschmuskelextrakt, der 
I? /, Stunden bei 19 bis 20° inaktiviert war, wurde Phosphat, Bicarbonat 
und 0,2 Glykogen und dann 50 mg Adenylsaure (als Na-Salz) gegeben. 
1 Minute nach Zugabe der Adenylséure wurde mit Trichloressigsaure ent- 
eiweiBt und die Adenylpyrophosphorséure nach den friiher gegebenen 
Richtlinien isoliert. Das Verhaltnis von leicht zu schwer hydrolysierbarem 
P,O, war 1.89 (theoretisch 2,0), das Verhaltnis von C: N: P wie 10: 4,81: 2.9 
(theoretisch fur Adenylpyrophosphorsaure 10: 5: 3, fiir Inosinpyrophosphor- 
saure 10: 4:3). Ein kleiner Teil der Verbindung bestand danach aus Inosin- 
pyrophosphorsaure. 

Eine solche Synthese zu einer Adenosinpolyphosphorsaure findet 
nun auch mit der Cozymase in Muskelextrakten in Gegenwart von 
Glykogen statt. Wegen der geringen zur Verfiigung stehenden Co- 
zymasemenge erfolgte der Nachweis jedoch nur indirekt. Die Be- 
statigung des Befundes durch Isolierung der Verbindung sowie ihre 
Identifizierung steht noch aus. 

Die Versuche (Tabelle X) wurden in der Weise angesetzt, daB 
zu mit Phosphat. Bicarbonat, Mg und Glykogen versetztem Extrakt, 
der kurze Zeit dialysiert war, neutralisierte Lésungen von Adenylsaure 
und Cozymase gegeben wurden. Die Ansatze wurden nach 4 und 20 Mi- 
nuten langer Inkubation bei 20° mit Trichloressigsaure enteiweiBt und 
in dem zentrifugierten Extrakt NH, nach Parnas, in dem filtrierten 
Extrakt der P kolorimetrisch bestimmt. Mit Glykogen allein findet 
schon eine P-Veresterung statt, die aber, wie aus der Hydrolysenkurve 
hervorgeht, zu schwer hydrolysierbaren Kohlenhydratphosphorsaure- 
estern fiihrt!. Mit Adenylsaure und Cozymase, die in etwa gleicher 
Konzentration zugegeben waren, erfolgt in Gegenwart von Glykogen 
eine starkere Veresterung. Es entstehen die Pyrophosphatfraktion 
sowie die leichter hydrolysierbare Hexosediphosphorsaure und die 
schwerer hydrolysierbare Hexosemonophosphorsaure*. (Hierbei ist 
die Bildung des von Lipmann und Lohmann? isolierten schwer hydro- 
lysierbaren Kohlenhydratphosphorsaureesters ebenfalls méglich.) Die 
Pyrophosphatsynthese in der Tabelle X ist berechnet nach (P> 

Pairekt bestimmt) — (Pao — Pz). Die NH,-Bestimmungen zeigen ferner, 
daB die Aminogruppe der Cozymase sehr viel schwerer desaminierbar 
ist als die der Adenylsaure. 


1 Zur Auswertung der Hydrolysenkurven vgl. diese Zeitschr. 202. 
466, 1928. 

2 Lehnartz fand in seinen Versuchen mit MuskelpreBsaft keine Ver- 
esterung von Kohlenhydrat, sondern ausschlieBlich Synthese der Pyro- 
phosphatfraktion. 

3 Diese Zeitschr. 222, 389, 1930. 
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Der Reaktionsmechanismus der Adenylsiure- und der Cozymase- 
wirkung fiir die Milchséurebildung scheint nach diesen Versuchen 
derselbe zu sein. Daf die Wirkung der Cozymase bei der Inaktivierung 
und der Dialyse nicht so schnell erlischt wie die der Adenylsaure, 
kann nun zwanglos durch die weniger rasch erfolgende Desaminierung 
zu dem biologisch stets unwirksamen Oxypurinderivat erklart werden. 
Die Desaminierung der Adenylpyrophosphorsaure verlauft in glykogen- 
freien Froschmuskelextrakten sehr schnell. Oft ist schon nach 3 Minuten 
langer Inkubation bei 20° mehr als die Halfte des Ammoniaks ab- 
gespalten. In Gegenwart von Glykogen ist die Desaminierung immer 
geringer, insbesondere dauert es sehr lange, bis der letzte Anteil, etwa 
ein Viertel, in gut glykolysierenden Extrakten abgespalten ist. Noch 
schneller als die Desaminierung der Adenylpyrophosphorséure verliuft 
aber die der Muskeladenylsiure in Froschmuskelextrakten. In Ab- 
wesenheit von Glykogen ist z. B. aus 0,1 bis 0,2 mg Adenylsaure-P,O; 
pro Kubikzentimeter Extrakt, die etwa die optimale Konzentration 
fiir die Glykolyseversuche darstellen, nach 2 bis 3 Minuten bei 20° 
die Aminogruppe fast vollstaéndig hydrolysiert. 

Der Inaktivierung des Froschmuskelextrakts durch Stehen bei 
etwa 20° liegt die Desaminierung und Dephosphorylierung der Adeny1- 
pyrophosphorséure zu der biologisch unwirksamen Inosinsaure zu- 
grunde. Da nun die Eulersche Cozymase weniger schnell desaminiert 


Tabelle XI. 


15. Juli 1931. Vorbehandlung von Froschmuskelextrakt ohne und mit 

zugesetztem Adenylpyrophosphat und mit Cozymase. Versuchsansatz je 

2,0cem Extraktgemisch + 0,8 cem Zusiétze; Glykogen 0,2°6. Inkubation 
mit Glykogen 120 Minuten bei 20°. 





mg Milchsiéure 


Nr Versuchsansi&tze 
gefunden  gebildet 
1 a ne ee ee ee ae 0,78 oo 
2 es 120 Min. inkub.. ..... 5 Ga ee 1,02 0,24 
3 . + Glykogen 129 Min. inkub.. . .. ... 3,81 3,03 
4 . 0 RO RR Re a ee ee 0,98 — 
5 c 1 Std. inakt. + Glykogen 120 Min. inkub. . 1,61 0,63 
6 + 0,2 mg Ap. 1 Std. inakt. + Glykogen 
8 ee ee a ee 1,93 0.95 
7 - + 0,5 mg Cozymase 1 Std. inakt. + Glykogen 
SO ee, ee eee te 2.97 1,99 
8 se ee ees See és 8 oe eee ae 0.98 — 
9 . 2 Std. inakt. + Glykogen 120 Min. inkub. . 0,99 0 
10 i +02 mg Ap. 2 Std. inakt. + Glykogen 
NC a > GN a ahs ee 1,07 0,09 
11 . + 0,5 mg Cozymase 2 Std. inakt. + Glykogen 
ae ae ae a ee 1,27 0,29 
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wird, war zu erwarten, daB zu frischem Froschmuskelextrakt zugesetzte 
Cozymase langsamer inaktiviert wird als das praformierte Coferment 
des Extrakts selbst bzw. zugesetztes Adenylpyrophosphat. Der Versuch 
in Tabelle XI bestatigte diese Erwartung. Der unter Zusatz von Co- 
zymase | Stunde bei 20° vorbehandelte Extrakt vermochte aus dem 
dann zugesetzten Glykogen sehr viel mehr Milchséure zu bilden als 
der ohne Zusatz bzw. mit Adenylpyrophosphat vorbehandelte Extrakt. 

Ein geringeres Desaminierungsvermégen als der Froschmuskel- 
extrakt zeigt der Kaninchenmuskelextrakt; fiir die Cozymase geht 
dies schon aus dem Versuch in Tabelle X hervor. Aber auch die Adenyl- 
pyrophosphorséure wird langsamer desaminiert als in Froschmuskel- 
extrakt. LaBt man einen dialysierten Kaninchenmuskelextrakt mit 
Adenylpyrophosphat bei 20° stehen, so zeigt er noch nach dreistiindiger 
Inaktivierung eine sehr betrachtliche Milchsdurebildung aus dem dann 
zugesetzten Glykogen. Dieses Verhalten erklirt wenigstens zum Teil 
die friiher beschriebene sehr langsame Inaktivierung von Kaninchen- 
muskelextrakt!. Fiir den in Tabelle XII aufgefiihrten Versuch wurde 
ein 4 Stunden lang dialysierter Extrakt verwendet. Nach dreistiindiger 
Vorbehandlung des Adenylpyrophosphats mit Extrakt wurden aus dem 


Tabelle XII. 


Vorbehandlung von dialysiertem Kaninchenmuskelextrakt mit zugesetztem 

Adenylpyrophosphat. Versuchsansatz je 1,5 cem Extraktgemisch + 0,8 cem 

Zusaitze; Glykogen 0,2°,, Adenylpyrophosphat mit 0,2 mg Ap., 0.15 mg 

Mg als MgCl,. Inaktivierung 30 bis 180 Minuten bei 20°. Inkubation mit 
Glykogen 120 Minuten bei 20°. 





mg Milchs&ure 


Nr Versuchsansitze 
gefunden gebildet 

1 Extrakt 129 Min. inkub.. . os , 0.05 - 
2 Glykogen 120 Min. inkub. <_< oe 0,07 0,02 
3 ~ + Glykogen + Mg 12/9 Min. inkub. 0,27 0),22 
4 a + Glykogen + Mg + Ap. 120 Min. inkub. 3,23 3,18 
5 . + Mg + Ap. 30 Min. inakt. + Glykogen 

120 Min. inkub.. . .... sa ae 1,78 1,73 
6 - + Mg + Ap. 60 Min. inakt. + Glykogen 

DP Ce gd Cc se et eS 1,43 1,38 
7 ‘ + Mg + Ap. 90 Min. inakt + Glykogen 

120 Min. inkaub.. . Sea ‘ ae 1,39 1,34 
8 - + Mg + Ap. 120 Min. inakt. + Glykogen 

Se saa: 1,17 1,12 
) ie + Mg + Ap. 180 Min. inakt. + Glykogen 

120 Min. inkub.. . . a ere 1,13 1,08 
10 * 180 Min. inakt. + wa + Ap. + Glykogen 

129 Min. inkub. . ; ae ee ae 3,28 3,23 


1 Diese Zeitschr. 237, 445, 1931. 
Biochemische Zeitschrift Band 241. 6 
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dann zugesetzten Glykogen noch 30°, der ohne vorherige Inaktivierung 
des Adenylpyrophosphats entstehenden Milchsiuremenge gebildet. 

In einem weiteren Versuch (Tabelle XIII) wurde die Geschwindig- 
keit der Desaminierung der Adenylpyrophosphorsiure ohne und mit 
Glykogen bestimmt. In Gegenwart von Glykogen ist diese Geschwindig- 
keit bilanzmaBig sehr stark herabgesetzt. Nach 30 Minuten langer 
Inkubation waren z. B. ohne Glykogen 79°, der Aminogruppe hydro- 
lysiert, mit Glykogen nur 29%. Die NH,-Abspaltung aus Adenyl- 
pyrophosphat wird durch Mg-Zusatz zu dem Mg-armen Extrakt nicht 
beeinfluBt (Versuchs-Nr. 3 und 4 in Tabelle XIII). 


Tabelle XIII. 


29. Juli 1931. © Desaminierung von Adenylpyrophosphat in dialysiertem 

Kaninchenmuskelextrakt ohne und mit Zusatz von Glykogen. Versuchs- 

ansatz je 1,5ccem Extraktgemisch + 0,8ccem Zusétze; Glykogen 0,15%, 

Adenylpyrophosphat mit 0,65mg Ap. = 66 y desaminierbarem NH,-N. 
Inkubation bei 20°. 








y NH 3-N 

— oaanaiaa 
Nr. Versuchsansitze bation a ‘ B.4 : 

Min gefunden pespalten _ - - 
1 Extrakt . de 0 3 
2 “ + Ap. 0 8 
3 . i Ms a. Bie 3 20 ym i.@ 
4 e +Ap.+ Mg . ae eae 3 21 18 27 
5 J. + Ap. + Mg + Glykogen 3 17 14 21 
6 ~ it. en ee ee 10 44 41 62 
7 ei + Ap. + Glykogen. . . . | 10 19 16 24 
8 ~ Aas 55 52 79 
9 a + Ap. + Glykogen. . . . || 30 22 19 29 


Diese (bilanzmaBig erscheinende) Hemmung der Desaminierung 
tritt anscheinend nur in der raschen Zerfallsperiode des Glykogens' 
auf. In der langsameren Periode, also nach dem halftigen Umsatz des 
Glykogens, wo die gebildeten Hexosephosphorsiureester gespalten 
werden, findet dann eine schnellere Desaminierung statt. 

In friiheren Versuchen war gefunden ?, daB bei hGheren Konzentrationen 
von anorganischem Phosphat die Aufspaltung der Pyrophosphatfraktion 
in Froschmuskelbrei langsamer erfolgt als ohne Zusatz von Phosphat und 
daB auch in atmendem Muskelbrei diese Fraktion sehr viel spéter zerfallen 
ist als unter anaeroben Bedingungen. Es hatte hier den Anschein, als ob 
ebenso wie Zusatz von anorganischem Phosphat auch die Atmung kon- 


1 O. Meyerhof, Die chemischen Vorgénge im Muskel. 1930. 
2 Diese Zeitschr. 203, 172, 1928. 
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servierend auf den Gehalt an Pyrophosphat einwirkte. Mit dieser Fest- 
stellung sollte nichts tiber den Reaktionsmechanismus einer derartigen 
Hemmung des Zerfalls der Pyrophosphatfraktion ausgesagt werden. Eine 
spezielle Deutung dieses Vorgangs wurde von Engelhardt! auf Grund von 
Versuchen mit roten Blutkérperchen gegeben und auf den Muskel iiber- 
tragen. Danach la6t die Atmung den Zerfall der Pyrophosphatfraktion 
selbst unbeeinfluBt, beférdert aber die Resynthese. Engelhardt setzt diesen 
Vorgang in Parallele mit dem Meyerhofschen Kreislauf des Kohlenhydrats, 
wonach die Atmung nicht den anoxydativen Zuckerzerfall selbst hemmt, 
sondern immer wieder riickgéngig macht. Die Deutung Engelhardts ist 
sehr beachtenswert. Sie erscheint aber nur dann voll giiltig, insbesondere 
die Parallele mit dem Meyerhofschen Kreislauf, wenn ein EinfluB der 
Pyrophosphatfraktion auf die Atmung selbst besteht. Wie friiher nach- 
gewiesen*, vermag Adenylpyrophosphat aber nur in geringem MaBe die 
Atmung ausgewaschener Muskulatur zu steigern. Dagegen ist die leicht 
hydrolysierbare P-Fraktion ein notwendiger Aktivator der Milchséure- 
bildung, und es ist gezeigt worden, daB Muskeladenylsiure und Cozymase 
in Muskelextrakten in Gegenwart von Glykogen zu dieser leicht hydrolysier- 
baren P-Fraktion synthetisiert werden. Nun spricht Verschiedenes dafiir, 
da8 in Muskelextrakten das enzymatisch leicht abspaltbare Phosphat des 
Adenylpyrophosphats an der Bildung des intermediéren Kohlenhydrat- 
phosphorsaéureesters bei der glykolytischen Spaltung des Glykogens be- 
teiligt ist und daB dann die Adenylpyrophosphorséuré aus dem partiell 
dephosphorylierten Produkt und anorganischem Phosphat resynthetisiert 
wird. Die konservierende Wirkung der Atmung auf den Pyrophosphat- 
zerfall bestande dann primar auf der durch die Atmung zeitlich langer 
erhaltenen Glykolyseféhigkeit. Es muB jedoch dahingestellt bleiben, ob 
dies die endgiiltige und einzige Erklarung ist. 

Dieselben Gedankengaénge kénnen nun auch auf die Deutung der 
bilanzmaéBig erscheinenden Hemmung der Desaminierung des Adenyl- 
pyrophosphats in Gegenwart von Glykogen tibertragen werden. Eine 
Entscheidung dieser Frage in dem Sinne, daB keine wahre Hemmung 
vorliegt, sondern eine bestaéndige Desaminierung und Reaminierung, wird 
erst méglich sein, wenn eine Aminierung des Hypoxanthinrestes zum 
Adeninrest durch glykolytische Vorgange sichergestellt ist. 


II. Alkoholische Gdarung. 

Fir die Garversuche wurde Trockenhefe (Schultheiss- Patzenhojer) 
verwendet, die mir Herr Professor Neuberg im Februar dieses Jahres zur 
Verfiigung gestellt hatte. Diese 5 Monate alte Hefe zeigte gegeniiber 
der frisch hergestellten Trockenhefe bemerkenswerte Verinderungen®. 
Vor allen Dingen stieg die Gargeschwindigkeit mit der Coferment- 
konzentration an. Auch war das Coferment leichter auswaschbar. Nach 
viermaligem Auswaschen mit je der 50fachen Menge m/10 KH, PO,- 
Lésung konnte bei dieser alten Hefe z. B. mit Adenylpyrophosphat 


1 §. A. Engelhardt, diese Zeitschr. 227, 16, 1930. 
* Diese Zeitschr. 287, 445, 1931. 
3 Vgl. diese Zeitschr. 237, 470, 1931. 


6* 
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nicht mehr die volle Gargeschwindigkeit und der gesamte Garumsatz 
erhalten werden. Auch waren jetzt mehrfach héhere Adenylpyro- 
phosphatkonzentrationen als friher notwendig. 

Ein Versuch (13. Juli 1931) mit dieser Hefe mit Adenylpyro- 
phosphat und Cozymase als Coferment hatte nach siebenstiindiger 
Garzeit das folgende Ergebnis. 


Es wurden erhalten mit: 


NN Se ee a ae 
ae ee ee ee ee ee ee eee)’ 
3. 0,08 ., Ap. + 0,15 mg Hexosediphos- 

pnmi-Tiememe. «5. ss ns « TO. CO, 
Rr eA Sos 6 ee et Ea eG ee 
ae » Se CO LO ee 4 OR 
oe wy —" os e k ss sO oe 
a ive - + 0,15 mg Hexose- 

diphosphat-Hexose. . . . . .1650 ,, CQ, 


Die Hefe war viermal mit je der 50fachen Menge m/10 KH,PO,- 
Lésung ausgewaschen. Alle Ans&étze (mit etwa 50mg Trockenhefe) ent- 
hielten m/10 Phosphat vom px 6,4, 10 mg Glucose und 0,05 mg Mg als 
MgCl,. Gartemperatur 28°. Alle Angaben in Kubikmillimeter CQO, sind auf 
t = 0° und p = 760 mm reduziert. 

Nach den Versuchen 3 und 7, wo aquimolekulare Mengen Adeny]l- 
pyrophosphat und Cozymase zusammen mit Hexosediphosphat geprift 
wurden, wird mit der Hulerschen Cozymase die volle Girung erhalten, 
und nur eine geringe mit Adenylpyrophosphat. 

Auch Euler und Nilsson! sowie Euler und M yrbdck? teilten kirzlich 
mit, daB die Cozymase als Coferment der alkoholischen Garung sehr 
viel wirksamer sei als das Adenylpyrophosphat. Diese Angabe bezieht 
sich auf die Wirksamkeit der Cozymase in Gegenwart von Hexose- 
diphosphat. 

Vorlaufig soll nun das System Eulersche Cozymase + anorganisches 
Phosphat + Mg + Aktivator (nach Art der Hexosediphosphorsaure) 
nach der friiher gegebenen Definition? als das Cofermentsystem der 
alkoholischen Garung betrachtet werden. Der Aktivator (Hexose- 
diphosphat) scheint hierbei ausschlieBlich als Wasserstoffakzeptor zu 
wirken. Da die Harden- Youngsche Hexosediphosphorsaure aus lebender 
Hefe bisher nicht isoliert worden ist, muB noch sichergestellt werden, 
durch welche Substanz die ersten Phasen des Zuckerabbaues in der 
lebenden Hefe eingeleitet werden. 


! H.v. Euler u. R. Nilsson, Forschungen u. Fortschritte 7, 202, 1931. 
2 H.v. Euler u. K. Myrbéck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 199, 189, 1931. 
* Diese Zeitschr. 287, 445, 1931. 
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Gerade in diesem Zusammenhang ist bemerkenswert, da die 
Wirksamkeit des Adenylpyrophosphats nicht in solchem Mabe an die 
Gegenwart von Hexosediphosphat gebunden ist wie die der Cozymase. 
Schon in dem Versuch 4 der Zusammenstellung auf 8. 84 findet sich eine 
Andeutung dafiir, daB ohne Hexosediphosphat die Adenylpyrophosphor- 
saure schwach wirksam sein kann, wo dreifach héhere Konzentrationen 
Cozymase unwirksam sind. Dieses Verhalten tritt besonders deutlich 
in Erscheinung, wenn die 'Trockenhefe nicht so intensiv ausgewaschen 
wird. Nach zweistiindiger Garzeit wurden z. B. mit einer zweimal 
ausgewaschenen Trockenhefe! (11. Juli 1931) unter Zusatz von je 
0.05 mg Mg als MgCl, erhalten mit: 


i GN Ss ae ee! 17 emm CO, 
ies Gee este SS oo Oe a eee 
Ue ys Bec tte we oe ER S| Oe 
Pgs (Me a Se oe es Se ora ees oy. Oe 
Je ee ee ae ere is , CQ, 
663 . “ Peres as = — 
7. 0,4 =, a eh Ae tye ti Pal a 33 CO, 
8. 0,8 ., is Tree Tere - <{. 
2 ae ss oe 2 oe oo 38 ,, CO, 
10. 0,04 ,, Ap. + 0,l mg Cozymase. .. 145 ,, CO, 
1. O68 ,, Aap. + 6,2 ., = - cs 6 Se pp Oo 


Nach dreistiindiger Garzeit war fur die Versuche 3, 4 und 11 an- 
naihernd der maximale Umsatz der raschen Periode erreicht (etwa 
1500 cmm CQO,). Auch mit 0,08 mg Ap. wurde schlieBlich, wenn auch 
langsamer als mit hdheren Konzentrationen, der volle Garumsatz 
erhalten, wo sechsfach hébere Konzentrationen Cozymase unwirksam 
blieben. Nach den Versuchen 10 und 11 sind Adenylpyrophosphat 
und Cozymase im Gemisch wirksamer als fiir sich allein. Adenylpyro- 
phosphat vermag also ahnlich wie Hexosediphosphat die Cozymase 
zu aktivieren, doch erwies sich die Wirkung des Hexosediphosphats 
in Hefen, die sehr intensiv ausgewaschen waren, als erheblich gréBer 
bzw. als nicht durch Adenylpyrophosphat ersetzbar. 


Zusammenfassung. 


1. Aus dem enteiweiBten Extrakt von frischer Muskulatur wird 
der ganz tberwiegende Teil der als Coferment der Milchsaéurebildung 
wirksamen Substanzen bei neutraler Reaktion als in Wasser schwer 
lésliches Ba-Salz niedergeschlagen. Die Wirksamkeit als Coferment 


1 Die zweimal ausgewaschene Trockenhefe vermochte Glucose auch 
in Gegenwart von Hexosediphosphat + Mg nicht zu vergiren; sie war 
aiso ,,cofermentfrei‘*. 
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der Milchséurebildung verlauft in rohen und gereinigten Praparaten 
dem Gehalt an leicht in heiben Sauren hydrolysierbarem Phosphat 
(Pyrophosphatfraktion) parallel. Auch aus enteiweibten Hefeextrakten 
wird der gréBte Teil der als Coferment der Milchséurebildung wirksamen 
Substanzen bei essigsaurer Reaktion als Pb-Salz gefillt. 

2. Die Eulersche Cozymase vermag ahnlich wie die Muskeladenyl- 
sdure in inaktivierten Froschmuskelextrakten als Coferment der Milch- 
sdurebildung zu wirken, dagegen nicht in dialysierten Extrakten, wo 
die Adenylpyrophosphorsiure voll wirksam ist. Die ,,Cozymase‘ 
wirkt in inaktivierten Extrakten als Coferment der Milchséurebildung 
ahnlich wie die Muskeladenylsiure wahrscheinlich in der Weise, daB 
sie in Gegenwart von Glykogen zu einer Adenosinpolyphosphorséure 
verestert wird, die dann erst ihrerseits das eigentliche Coferment der 
Milchséurebildung darstellt. 

3. Die Eulersche Cozymase ist als Coferment der alkoholischen 
Garung sehr viel wirksamer als Adenylpyrophosphat. Doch reaktiviert 
die Cozymase die Glucosegérung nur in Gegenwart von Hexose- 
diphosphat, wahrend die Reaktivierung durch Adenylpyrophosphat 
nicht in diesem MaBe an die Aufhebung der Induktion durch Hexose- 
diphosphat gebunden ist. 

4. Hiernach sind also die organische Komponente des Coferment- 
systems der Milchséurebildung und die der alkoholischen Garung nicht 
identisch. Beide Cofermentsysteme haben aber gemeinsam, da ihre 
Wirksamkeit an die Gegenwart eines Mg-Salzes gebunden ist. 


Ich danke Herrn Ph. Schuster fiir seine Hilfe bei den Versuchen. 














Uber die Wirkung des Insulins auf den Fettstoffwechsel 
bei normalen und pankreasdiabetischen Hunden. 


Von 
H. Tangl. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 12. Juli 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der Literatur finden wir zahlreiche Arbeiten iiber die Wirkung 
des Insulins auf den Fettstoffwechsel. 


Eines der bekanntesten Beispiele ist, daB die diabétische Lipiémie 
unter der Insulinwirkung nachlaBt (Banting, Best, Collip, Mac Leod, 1922) 
und daB die Fettwanderung durch dieses Inkret geregelt wird. Wahrend 
des Diabetes finden wir in der Leber eine starke Fettinfiltration. 
Nach den ersten Insulindarreichungen verschwindet auch aus der Leber 
das Fett, wahrend dann nach mehreren Insulingaben diese Wirkung 
langsam abnimmt. Wertheimer (1926)(1) beobachtete, daB das Ver- 
schwinden des Leberfettes mit einer Neubildung von Glykogen verbunden 
ist. Nach seiner Theorie wandelt sich das Fett in Glykogen um. Alle diese 
Ergebnisse beweisen, daB das Insulin den Fettstoffwechsel beeinfluBt und 
daB es auBer der Regulierung des Zuckerstoffwechsels auch eine Regelung 
des Fettstoffwechsels bewirkt. Nach der Ansicht von Lombroso (1924) (2) 
erzeugt das Pankreas ein spezifisches, den Fettabbau regulierendes Hormon. 
So ware es auch nicht ausgeschlossen, daB das Insulin ein aus mehreren 
spezifisch wirkenden Faktoren zusammengesetzter, kein einheitlicher Kérper 
ware (Gentile, 1926) (3). 

Neuerdings wird der Desaturation im Fettstoffwechsel eine immer 
gréBere Bedeutung zugemessen. Leathes (1909) (4) baut in seiner Arbeit 
eine Hypothese auf, wonach der Abbau der Fettséuren in der Leber mit 
einer Desaturation beginnt, um dann spiter in eine Oxydation tiberzugehen, 
wodurch am Ende eine ZerreiBung der Kohlenstoffkette bei den Doppel- 
bindungen bewirkt wird. Man kann jedoch nicht nur in der Leber, sondern 
auch im Darm wahrend des Verdauungsprozesses eine Desaturation beob- 
achten, wie ich mit Berend (1930) (5) zeigen konnte. Es werden namlich 
durch die Wirkung der Verdauungssafte die Fettséuren stark desaturiert, 
wodurch sie vier Doppelbindungen erhalten. In dieser Form lésen sich die 
Fettséuren gut in Wasser, sind dialysabel und kénnen resorbiert werden. 


DaB die stark ungesattigten Fettsiuren tatsiachlich resorbiert 
werden, geht auch daraus hervor, daB ihre Menge im Blute wahrend 
der Verdauung stark anwachst. 
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Besonders stark ausgesprochen war dies nach Fettfiitterung (Berend, 
1931) (6). Auch das Pankreashormon iibt eine Wirkung auf die Desaturation 
in der Leber aus. Joanovich und Pick (1910) (7) fanden, daB nach Ver- 
fiitterung von Oleum jecoris aselli die Jodzahl des Leberfettes stark erhéht 
ist. Bei Tieren, deren Pankreas exstirpiert worden ist, bleibt jedoch die 
Erhéhung der Jodzahl des Neutralfettes aus, daneben weisen die Phospha- 
tide dieselbe Jodzahl auf wie bei gesunden Tieren. Hepner und Wagner 
(1927) (8) untersuchten die Jodzahlveranderung bei der Insulinbehandlung. 
Ihre Versuche ergaben, daB die Jodzahl bei mit Insulin behandelten Tieren 
viel niedriger war als bei den Kontrolltieren. Dies deutet darauf hin, daB 
durch das Insulin der Fettabbau verlangsamt und die Fettwanderung 
gehemmt wird. Nach diesen Ergebnissen hatte also die Insulingabe eine 
gerade entgegengesetzte Wirkung, als im diabetischen Organismus zu beob- 
achten ist. Die genannten Autoren schreiben dem Insulin eine zweifache 
Einwirkung auf den Fettumsatz zu: erstens beim diabetischen Tiere eine 
beschleunigende Wirkung auf den Fettabbau und auf die Umwandlung 
des Fettes in Zucker, zweitens bei normalen Tieren eine den Fettabbau 
hemmende Wirkung. Jedoch kénnen diese Ergebnisse auch anders gedeutet 
werden, falls man die Méglichkeit annimmt, daB sich aus Nicht-fettstoffen, 
wie z. B. Zucker, Fettstoffe bilden. DaB diese Méglichkeit nicht aus- 
geschlossen ist, zeigen Lublins Beobachtungen (1925) (9). Er verabreichte 
némlich eine bestimmte Menge Kohlenhydrat, bei der der Respirations- 
quotient (R. Q.) niedriger als 1 war. Wenn er jedoch daneben auch Insulin 
verabfolgte, dann stieg der R. Q. iiber 1. Dies weist nach Lublin darauf 
hin, daB eine Bildung von Fett aus Kohlenhydraten stattgefunden hat. 


Diese Ergebnisse veranlaBten mich zur Priifung der Frage, wie sich 
im Blute die Menge der ungesattigten Fettsdiuren bei Insulindarreichung 
verhalt. Da das Insulin eine Wirkung auf den Fettstoffwechsel ausiibt 
und der Abbau der Fette mit einer Desaturation beginnt, so muBte 
auch die Menge der im Blute befindlichen stark ungesattigten Fett- 
siuren wahrend des Fettstoffwechsels sich andern. 

Zuerst fiihrte ich meine Versuche an normalen Tieren aus, um zu 
beobachten, ob sich die Menge der im Blute vorhandenen, stark un- 
gesittigten Fettsiuren nach Insulinverabreichung andert. Danach 
verwendete ich pankreaslose Tiere, die einige Tage nach der Operation 
starke Lipimie zeigten, und untersuchte, wie sich das Fett bzw. die 
stark desaturierten Fettsiuren nach einer Insulingabe verhalten. 


Versuchsanordnung. 


Die Versuche fiihrte ich an Hunden aus, die vor dem Versuch 24 Stunden 
lang gehungert hatten. Die erste Blutentnahme erfolgte vor der Verab- 
reichung des Insulins. Nach der Insulininjektion wurde den Tieren in ver- 
schiedenen Zeitabschnitten Blut entnommen. Im Blute, das ich direkt 
aus dem Herzen gewonnen hatte, untersuchte ich die Menge des Blut- 
zuckers, des Blutfettes und der stark ungeséttigten Fettséuren. Der Blut- 
zucker wurde nach Hagedorn-Jensen bestimmt. Die Menge des Gesamt- 
blutfettes erhielt ich nach der Methode Bang-Bloor, wo das Fett mit 
Chromséure reduziert und die iiberschiissige Chromséure jodometrisch 
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bestimmt wird. Die stark ungesiéttigten Fettséuren bestimmte ich nach 
meiner eigenen Methode. Nach dieser Methode wurden 5 ccm des mit einer 
kleinen Menge Natriumoxalat vermischten Plasmas tropfenweise in die 
Bloorsche Extraktionsfliissigkeit gebracht. Die im Extrakt enthaltenen 
vierfach ungesaéttigten Séuren wurden nun durch eine 3°,ige Lésung von 
Brom in konzentrierter Essigséure gefillt. Der Niederschlag wird nach 
12 Stunden langem Stehen im Eisschrank auf einem Filter gesammelt und 
mit heiBem Benzol gewaschen. Nachher wurde der Niederschlag samt 
dem Filter im Veraschungsapparat von T'schopp in Gegenwart einer 
abgemessenen Menge von n/100 Silbernitratlésung mit konzentrierter 
Salpeterséure und Wasserstoffperoxyd verascht und dann das Brom titri- 
metrisch mit 1°,iger Starke und n/100 Jodkalilésung bestimmt. 


Versuchsreihe 1. 

Hier bringe ich eine Tabelle tiber die Ergebnisse von Unter- 
suchungen, in denen ich die Wirkung des Insulins bei normalen Hunden 
untersuchte. Ich verabreichte dem Hunde 60 Einh. Insulin (Chinoin 
Budapest) und untersuchte in den in der folgenden Tabelle angegebenen 
Zeitabschnitten die Menge des Zuckers, des Fettes und der stark un- 


gesittigten Fettsduren. 
Tabelle I. 








= = In °/9 des Wertes vor der 
Ge- “= Insulingabe 
Zucker samt- £37 Ge- St “ 
fett ss he Zucker a per 
5 fett Fettsduren 
mg-°}, mg-°') mg-®/)  mg-° mg-° |; mg-°), 
Vor der Insulingabe. . . Ps 93 330 13,2 100 100 100 
0b 20' nach der Insulingabe - 61 530 — 65,6 160.6 
Cw . = a “eh 55 620 15,5 59,1 187.9 1 17, 4 
2 - ° * . 50 400 16,2 43,8 121.2 122,7 
3 . e ..| 61 | 870 206 65,6 1122 156.1 
6 2 ” 9 er 85 300 15,5 914 909 117,4 
‘oe: « 1 - . || 108 270 154 110.8 81,8 116 7 


Abb. 1 zeigt die erhaltenen Werte in graphischer Darstellung. 
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Wie aus den Daten der Tabelle I ersichtlich, stellte sich die 
erwartete Blutzuckerreaktion tatsachlich ein, da der Blutzucker 
sich von 93 mg-°,, in 2 Stunden auf 50 mg-°,, verminderte. Dem- 
gegentiber stieg der Fettgehalt des Blutes schon in den ersten Stunden 
auf das Maximum, um gegen Ende des Versuchs wieder unter den 
Anfangswert zu fallen. Wir sehen auch eine groBe Veranderung 
in der Menge der stark ungesidttigten Fettsiuren. Auch ihre Menge 
stieg an, wie die des Blutfettes, doch bedeutend langsamer. Nach 
3 Stunden hatte ihre Menge den Héhepunkt erreicht, um sich dann wieder 
dem Anfangswert zu nahern. Es ergibt sich annahernd ein Spiegelbild 
zwischen der Zucker- und der Fettsiurenkurve, auf welchen Punkt 
ich spater noch zurickkommen méchte. 


Versuchsrethe 2. 

In dieser Versuchsreihe verwendete ich pankreasdiabetische Hunde. 
Bei der Operation wurde darauf geachtet, dab woméglich das ganze 
Pankreas entfernt wurde, um einen rasch einsetzenden, schweren 
Diabetes zu erhalten. Bereits nach 72 Stunden war tatsachlich 
meist eine Lipimie mit starker Acetonurie vorhanden, so daB ich in 
diesem Zeitpunkt die Versuche mit Insulin beginnen konnte. Den 
Tieren wurden 60 Einh. Insulin (Chinoin, Budapest) verabreicht, 
worauf die offensichtliche Lipimie bald verschwand. Einer der dies- 
beziiglichen Versuche sei in der Tabelle II mitgeteilt. 


Tabelle II. 








In °/,, wenn der hichste Wert 

Ge- gleich 100%, gesetzt wird 

Zucker samt- | Ge | Stark un- 

fett Zucker samt-  gesiittigte 

fett Fettsduren 
mg-°/9 mg-9'5 | mg-9 5 | mg-°9 mg-9/o mg-°/» 

Vor der Operation ......) 119 448 | 128 | 35,7 31,2 100 

24 nach der Operation . ... 244 852 | 11,0) 64,7 593 85,9 
wo “ a ee of OOO 886 9,5 | 91,5) 61,7 74,2 
” - ‘ wo « of Ore | 16 3,9 100,0 109,0 30,4 
0» 30’ nach 60 inh. Insulingabe 344 — 88 91,5) — 68,8 
[ a es " 256 662 83 67,9 46,1 64,8 
a a * 194 590 101 514. 41,1 68,9 
me » @ , ® 98 746 10,7 26,0, 51,9 83,6 
630 , 60 , ; 48 | 660 84 12,7) 46,1 64,7 
24 ~ “es . 239 764 5,1 634) 53,2 39.8 


Wie aus den erhaltenen Daten ersichtlich, fallt der Blutzucker 
von einer Héhe von 377 mg-°%, auf den normalen Wert herab. Auch 
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im Fettgehalt des Blutes zeigen sich groBe Unterschiede. In 
21/, Stunden fallt die Menge des Fettes von 1436 mg-% auf 
590 mg-°%, also unter die Halfte des urspriinglichen Wertes. Bei den 
stark ungesattigten Fettsdéuren finden wir dagegen eine Steigerung 
nach der Insulingabe, da der niedrigste Wert von 3,9 mg-°,, auf 
10,7 mg-°,, steigt. 
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Abb. 2. 


Besprechung. 


Aus den Ergebnissen ist ersichtlich, daB das Insulin nicht nur auf 
die Menge des Blutzuckers und des Blutfettes, sondern auch auf die 
im Blute befindlichen stark ungesattigten Fettsiuren eine Wirkung 
ausiibt. Nach Insulingaben steigt nimlich sowohl bei den normalen, 
wie bei den diabetischen Hunden die Menge der ungesittigten Fett- 
siuren. Die Wirkung dauert nahezu so lange wie die gleichzeitige 
Anderung in der Blutzuckermenge. Wahrend die Wirkung von Insulin 
auf die Menge der oben erwaihnten Stoffe nahezu gleich ist, einerlei, ob 
es sich um normale oder diabetische Hunde handelt, iibt das Insulin 
auf den Blutfettgehalt eine verschiedene Wirkung aus. Bei normalen 
Hunden steigt namlich nach Insulingaben der Fettgehalt des Blutes 
an. Dabei geht dieser Anstieg parallel mit der Steigerung der Menge 
der stark ungesittigten Fettsiuren. Demgegeniiber sehen wir bei 
diabetischen Tieren nach Insulininjektionen einen starken Abfall der 
Fettmenge, waihrend die Steigerung der Menge der ungesattigten Fett- 
sduren in demselben Sinne eintritt wie bei normalen Tieren. Diese ent- 
gegengesetzten Verhaltnisse sprechen fiir die Richtigkeit der Befunde 
von Hepner und Wagner, die ebenfalls fanden, daB das Insulin bei 
normalen Hunden eine andere Wirkung entfaltet als bei diabetischen. 
Aus den hier mitgeteilten Ergebnissen kann man jedoch den weiteren 
SchluB ziehen, daB der Stoffwechsel der stark ungesattigten Fett- 
siuren in engem Zusammenhang steht mit dem Zucker- und Fettstoff- 
wechsel und es wahrscheinlich ist, daB die stark ungesiattigten Fett- 
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siuren als eine Zwischenstufe zwischen Zucker und Fett anzusehen 
sind. Nimmt nimlich der Fettgehalt des Blutes ab, dann wachst alsbald 
die Menge der ungesiattigten Fettsiuren an, und fallt die Menge der 
ungesattigten Fettsauren, dann setzt ein Ansteigen der Blutzucker- 
menge ein. Bei Insulingaben vermindert sich die Blutzuckermenge, 
worauf Fett mobilisiert wird, um in der Leber einen Fettabbau hervor- 
zurufen. Wenn der Fettabbau wirklich ber ungesattigte Fettsiuren 
geht, dann ist ein Ansteigen deren Menge zu erwarten. Tatsachlich 
lieB sich diesbeziiglich eine Steigerung feststellen, die bis zu der dritten 
bis vierten Stunde anhalt. Mit dem Verschwinden der Fettsaéuren 
wachst der Zuckergehalt des Blutes an. Dies weist darauf hin, dab 
aus den Fettsdiuren Zucker entstanden ist. Liegt Diabetes vor, dann 
ist wohl der Zuckergehalt des Blutes hoch, der Zucker kann jedoch 
aus unerforschten Griinden nicht verbrennen. Eben deshalb muB der 
Organismus Fett mobilisieren, doch kann auch das Fett nicht gut ab- 
gebaut werden. Hierauf weist die verminderte Menge der ungesattigten 
Fettsauren hin. Ihre Menge nimmt doch ebenso stark ab, wie der 
Zucker und Fettgehalt des Blutes ansteigt. Verabreichen wir nun 
einem solchen diabetischen Hunde Insulin, so tritt alsbald eine Ver- 
anderung ein: die Fettmenge des Blutes fallt rasch herab, waihrend die 
Menge der ungesittigten Fettsiuren in demselben MaBe ansteigt. 
Dieses Verhalten liefert uns einen Beweis dafiir, eine wie groBe Wirkung 
das Insulin auf den Fettstoffwechsel entfaltet. Wird das Insulin im 
K6rper verbraucht, so steigt allmahlich wieder die Menge von Zucker 
und Fettséuren, waihrend in gleichem MaBe die ungesittigten Fettsaéuren 
verschwinden. 

Um die Stichhaltigkeit der vorgebrachten Theorie zu beweisen, 
untersuchte ich auch die Frage, wie beim Masten der Tiere sich die 
Menge von Zucker und stark ungesdttigten Sauren im Blute verhalt. 
Uber diese Versuche sei hier nur ganz kurz berichtet. Nach dieser 
Theorie mu8B die Menge der stark ungesattigten Fettséuren wahrend 
der Mastverdauung anwachsen, da hier aus Zucker Fett entsteht. 
Ich verwendete zu diesen Versuchen Ginse, die mit so viel Mais ge- 
fiittert wurden, daB sich der Respirationsquotient bei ihnen der Einheit 
niherte. Dann verabfolgte ich ihnen auch Insulin und untersuchte 
in verschiedenen Zeitabschnitten die Menge von Zucker, Fett und 
stark ungesittigten Sauren im Blute nach der oben angegebenen 
Methodik. 

Aus der Tabelle II] ist ersichtlich, daB auf die Einwirkung von 
Insulin sich im Blute die gesattigten Fettsiuren und das Fett ver- 
mehren, wahrend die Blutzuckermenge abnimmt. Auch diese Ergebnisse 
beweisen somit, daB aus dem Zucker stark ungesittigte Fettsaéuren 
entstehen, die dann in Fett tibergehen. 
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Tabelle Il]. 





Zucker Fett Fettsiuren 


mg-°/5 mg-° 5 mg-° R.-Q. 
Vor der Insulingabe . A, a 156 1400 35 0,97 
% 2 nach der Insulingabe . . .. . 82 1800 51 0,996 
F ae ‘ u =. at te ec 149 1275 44 1,040 


Zusammenfassung. 


Insulin iibt einen groBen EinfluB auf den Fettstoffwechsel aus. 
Die Insulinwirkung gestaltet sich jedoch bei normalen und diabetischen 
Hunden verschieden. Das Insulin bewirkt die Desaturation der Fette, 
die sich in stark ungesattigte Fettsiuren verwandeln. Beim Ver- 
schwinden der stark ungesattigten Fettsiuren wachst der Zuckergehalt 
des Blutes an, woraus mit gréBter Wahrscheinlichkeit angenommen 
werden kann, daB die Fettsiuren sich in Zucker verwandeln. 

Die stark ungesattigten Fettséuren sind somit allem Anschein nach 
Zwischenprodukte zwischen Fetten und Zucker. 


Die Arbeit wurde unter der Leitung des Herrn Prof. Dr. G. Farkas 
ausgefiihrt. Fiir seine Ratschlige bin ich ihm zu groBem Dank ver- 
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Uber die gegenseitige Zustandsbeeinflussung von Aminosduren 
in ihrer gemeinsamen Lésung. 


Von 
Max Frankel. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebraischen 
Universitét in Jerusalem.) 


(Eingegangen am 6. August 1931.) 


Die in den letzten Jahren gewonnene Einsicht, daB am Aufbau 
der EiweiBk6rper zwischenmolekulare Krafte mitbeteiligt sind!, hat 
den Verfasser dazu gefiihrt, systematische Untersuchungen dariiber 
anzustellen, ob schon die verschiedenen chemischen Bauelemente der 
Proteine zwischenmolekulare Krafte betatigen und welcher Art 
diese sind. 

Eine friihere Arbeit diente der Klérung des Verhaltens von einheit- 
lichen Aminosauren in bezug auf ihre Assoziationstendenz in wasseriger 
Lésung*. Die Erkenntnis, daB man es bei Eiwei®kérpern nicht mit 
einheitlichen Stoffen, sondern haufig mit Systemen von verschiedenen, 
wenn auch vielleicht iiberwiegend nach dem gleichen Prinzip gebauten 
Komponenten zu tun hat®, legte es nahe, auch die gegenseitige Beein- 
flussung von untereinander verschiedenen Bauelementen in den Kreis 
der Untersuchung einzubeziehen. 

Als erste aus dieser Versuchsreihe beschaftigt sich die vorliegende 
Abhandlung mit dem Studium von wasserigen Mischlésungen je zweier 
Aminosiuren; nur die Behandlung solcher Paare von Aminosiuren, 
von denen die eine ausgepragt sauren, die andere ausgepraigt basischen 
Charakter aufweist, wird wegen der hierbei auftretenden Besonderheiten 
in einer folgenden Arbeit getrennt vorgenommen. 

Das Studium des Zustandsverhaltens von einheitlichen Amino- 
siuren in wasseriger Lésung hatte zu dem Ergebnis gefiihrt, dab 


' Maz Frankel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 17, 1927; 170, 247, 1927; 
Kolloidzeitschr. 45, 355, 1928; diese Zeitschr. 240, 149, 1931; Kurt H. Meyer, 
z. B. Kolloidzeitschr. 58, 8, 1930. 

2 Diese Zeitschr. 217, 378, 1930. 

3S. P. L. Sérensen, Kolloidzeitschr. 58, 101, 170, 306, 1930; A. Fodor, 
diese Zeitschr. im Druck, 1931. 
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zwischenmolekulare Krafte merklicher GréBe schon bei gewissen 
einfachen Aminosauren auftreten, so bei Glykokoll, bei l-Asparagin, 
d-Arginin und d-Dioxyphenylalanin. Die Assoziation in wiisseriger 
Lésung ist aber keinesfalls eine Eigenschaft, die allen «-Aminosauren 
zukommt und die daher in deren ge meinsamem Bauprinzip ihre Ursache 
haben kénnte; sie tragt vielmehr einen spezifischen Charakter, der sich 
z. B. auch darin auBert, daB einander so nahestehende Homologe 
wie Glykokoll und Alanin in dieser Hinsicht ganzlich verschiedene 
Eigenschaften zeigen. 

Bei der Untersuchung binarer Mischlésungen der in der vorliegenden 
Arbeit behandelten Aminoséuren auf die wechselseitige Beeinflussung 
des Zustandes der gelésten Molekiilarten lassen sich drei verschiedene 
Moéglichkeiten voraussehen: 

1. Zwischen den Molekiilen der beiden gelésten Aminosiéuren 
werden in der gemeinsamen Lésung Attraktionskrafte wirksam, ahnlich 
wie dies friiher fiir die Molekiile bestimmter einheitlicher Aminosauren 
in Lésung festgestellt werden konnte. 

2. Die Beeinflussung des Lésungszustandes der beiden Molekiilarten 
besteht in einer Dissoziation, etwa durch Abschwachung von in reinen 
Lésungen der Einzelkomponenten wirksamen Attraktionskraften. 

3. In der Mischlésung behalten die beiden Komponenten ihren 
Zustand unverandert bei. 

Was zunichst die Méglichkeit von Attraktionskraften anlangt, 
die zwischen den Molekiilen von in bezug aufeinander nicht polaren' 
Aminosiuren in Lésung auftreten kénnen, so ist zu sagen, dab die 
Untersuchung von neun reprasentativen derartigen Aminosaurepaaren 
in keinem Falle die Ausbildung ahnlicher zwischenmolekularer Krafte 
in deren gemeinsamen Lésung ergeben hat, wie sie zwischen den Mole- 
kiilen gewisser einheitlicher Aminosiuren vom Verfasser vor einiger 
Zeit festgestellt werden konnten?. 

Diese Befunde bilden eine weitere Bestatigung der schon oben 
als Ergebnis der friiheren Untersuchung erwaihnten Auffassung von 
dem spezifischen Charakter der Assoziationstendenz gewisser Amino- 
siuren. Denn wiirde es sich hierbei um eine Erscheinung handeln, 
die ihre Ursache in Abweichungen der untersuchten Systeme von den 
Idealgesetzen verdiinnter Lésungen als Folge zu hoher Konzentration 
und dadurch hervorgerufener Betatigung. von Anziehungskraften 
zwischen den gelésten Molekiilen hatte, so miiBte sich das Assoziations- 


1 Unter der Bezeichnung: nicht polar seien solche Aminoséurepaare 
verstanden, die in bezug aufeinander keinen entgegengesetzten Charakter 
(ausgepragt basisch — ausgeprégt sauer) besitzen. 

2 Diese Zeitschr. 217, 378, 1930. 
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phanomen bei allen untersuchten Aminosiuren durch eine gleichartige 
Konzentrationserhéhung ihrer Lésungen hervorrufen lassen. Eine 
solche erfolgt aber auch durch Auflésung einer zweiten Aminosadure 
in der Lésung einer anderen, ohne dab dies, wie oben angefiihrt wurde, 
Assoziationserscheinungen nach sich zége. Da auch das gemeinsame 
Bauprinzip der «-Aminosaéuren nach den friiheren Ausfiihrungen nicht 
fiir die Erklarung der bloB auf bestimmte Fille beschrinkten Assoziation 
herangezogen werden kann, so bleibt nur die Annahme tibrig, daB dem in 
Rede stehenden Phanomen ein spezifischer Charakter zukommt. 

Die zweiterwihnte Moglichkeit einer Beeinflussung des Lésungs- 
zustandes der Molekiilarten in der Mischlésung ist die Dissoziation. 
Sie wird sich insbesondere in der Form AauBern kénnen, daB eine in 
der Lésung eines einheitlichen Stoffes vorhandene Assoziation auf 
Zusatz des zweiten Stoffes zuriickgeht, daB also zwischenmolekulare 
Krafte, die in der Lésung einer Komponente fiir sich wirksam sind, 
auf Zusatz eines zweiten Stoffes eine Abschwachung erfahren. Diese 
Erscheinung konnte mehrfach an Glykokoll in seiner Mischlésung 
mit anderen Aminosiuren festgestellt werden. Glykokoll selbst zeigt 
in seiner wasserigen Lésung eine deutliche Assoziation. Setzt man 
seiner Lésung eine der folgenden Aminosauren: d, ]-Alanin, 1-Leucin, 
]-Asparagin oder d,1-Valin zu, so weist die gewonnene Mischlésung 
in allen vier Fallen erhebliche Abweichungen vom additiven Verhalten 
auf. In allen vier Fallen lieBen die veranderten Eigenschaften auf den 
Riickgang der in der reinen Glykokollésung vorhandenen Assoziation 
schlieBen. Dieser Befund ist unter anderem auch deshalb merkwiirdig, 
weil die vier genannten Aminosauren in ihrer eigenen, reinen Lésung 
beziiglich ihres Zustandes verschiedenes Verhalten zeigen: d, ]-Alanin 
und 1|-Leucin entsprechen innerhalb des in Frage kommenden Konzen- 
trattonsgebietes den Gesetzen verdiinnter Lésungen, sie sind als in 
Lésung ,,normale Stoffe‘‘ zu bezeichnen, wahrend 1-Asparagin in Lésung 
assoziiert und d, 1-Valin dissoziiert. Um so auffallender ist ihre prinzipiell 
gleichartige Wirkung auf den Lésungszustand des Glykokolls, die nur 
in quantitativer Hinsicht verschieden ist. — Es ist also sichergestellt, 
daB8 die Anwesenheit von Lésungsgenossen, selbst wenn es sich um 
Homologe der gleichen Kérperklasse handelt, eine weitgehende Zuriick- 
drangung der zwischen den Molekilen des einen Lésungspartners 
wirksamen Krafte zur Folge haben kann. 

Die dritte Méglichkeit schlieBlich, daB die Mischlésung zweier 
Aminoséuren additive Zustandseigenschaften aufweist, ist in einer 
Anzahl von untersuchten Fallen realisiert. In der Regel handelt es 
sich hierbei um aus sglchen Aminosiuren gebildete Lésungspaare, 
die fiir sich in Lésung normales Verhalten zeigen. Nur d, |-Valin bildet 
hierin eine Ausnahme. 
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Aus den in diese Gruppe gehérigen Kombinationen von Amino- 
sduren verdient besonders der Fall Erwihnung, der eine aquimolekulare 
Miscblésung der beiden optischen Antipoden des Leucins betrifft. 
Es ware immerhin méglich, daB deren Zusammentreffen in Lésung, 
das mit der Ausléschung der optischen Drehung durch Kompensation 
verbunden ist, auch eine Zustandsinderung der gelésten Molekiile 
zur Folge hat. Eine solche lieB sich aber in dem untersuchten Falle 
nicht feststellen, wie aus Tabelle IX hervorgeht. 


Methodisches. 


Zur Untersuchung der gelésten Stoffe bzw. Stoffpaare auf ihren Zustand 
steht in herkémmlicher Weise das kryoskopische Verfahren zur Verfiigung. 
Die refraktometrische Methode, die zunachst fiir den Fall von Lésungen 
einheitlicher Stoffe ausgearbeitet worden war', kann man in sinngemaéBer 
Weise auch auf das Gebiet von Mischlésungen (bzw. auf Gemische) iiber- 
tragen, wenn sichergestellt ist, daB zwischen den Komponenten nicht 
chemische Reaktionen im engeren Sinne vor sich gehen. Wo diese Voraus- 
setzung erfiillt ist, ist das refraktometrisché Verfahren in bezug auf Ge- 
nauigkeit und Einfachheit der experimentellen Ausfiihrung dem kryoskopi- 
schen weit iiberlegen, das iibrigens unter den erwahnten Umstanden gleich- 
falls haufig unverwendbar wird. 

Die Auswertung der refraktometrischen Daten erfolgt im Falle von 
Mischlésungen in prinzipiell gleichartiger Weise wie bei Lésungen einheit- 
licher Stoffe: Der gefundene Brechungsindex der Mischlésung entspricht 
dem additiven Werte aus den entsprechenden Zahlen fiir die Lésungen der 
Komponenten, wenn keine gegenseitige Beeinflussung der gelésten Stoffe 
vorliegt; er ist kleiner, wenn Assoziation zwischen den gelésten Molekiil- 
arten auftritt und gréBer, wenn eine Dissoziation erfolgt. Die unbedingte 
Voraussetzung fiir die Verwertbarkeit refraktometrischer Messungen bildet 
die absolute Gleichheit und Konstanz der Temperatur bei allen zusammen- 
gehérigen Untersuchungen. 

Es sind schlieBlich noch einige Bemerkungen iiber die Art der Be- 
rechnung zu machen. Die gefundenen Werte fiir den Brechungsindex von 
reinen Lésungen einheitlicher Stoffe lassen sich zerlegen in den durch 
Messung bei genau der gleichen Temperatur ermittelten Brechungsindex 
fiir das reine L6sungsmittel und in das Inkrement von diesem, das der Menge 
des gelésten Stoffes zuzuschreiben ist. Die Konzentrationen werden in all 
diesen Fallen ausgedriickt in Grammen gelésten Stoffes fiir Gramme Lésung. 
In analoger Weise wird der theoretisch zu erwartende Wert fiir den 
Brechungsindex der Mischlésung zusammengesetzt aus dem Brechungs- 
index des reinen Lésungsmittels und aus den Inkrementen, die die gelésten 
Stoffe zu jenem liefern. Letztere werden aus den entsprechenden Werten, 
die die Messung von Lésungen der einzelnen Komponenten und ihre Ver- 
arbeitung in der oben angegebenen Weise ergibt, durch Interpolation be- 
rechnet. Dieses Verfahren ist natiirlich nur dann zulassig, wenn in dem 
Gebiet, innerhalb dessen interpoliert wird, zwischen der Konzentration 
der Lésung und der GréBe des Brechungsindex strenge Proportionalitat 
besteht. Bei Lésungen normaler Substanzen ist dies ohne weiteres der Fall. 


1 Maz Frankel, diese Zeitschr. 227, 304, 1930. 


Biochemische Zeitschrift Band 241. 


~I 
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Bei Losungen assoziierender oder dissoziierender Stoffe ist es zur Ertiillung 
dieser Bedingung erforderlich, die Mischlésung so zusammenzusetzen, daB 
sie die assoziierende oder dissoziierende Substanz in méglichst der gleichen 
Konzentration enthalt wie die Bezugslésung, die nur die in Frage kommende 
Komponente enthalt und zur Bestimmung des Anteils dieser letzteren am 
Gesamtbrechungsindex in der oben angedeuteten Weise dient. Es ergibt 
sich dann die Notwendigkeit, blo®B fiir ganz geringfiigige Unterschiede in 
der Konzentration die Interpolationsrechnung durchzufiihren; fiir solche 
liefert dieses Verfahren, wie die Erfahrung zeigte, die tatsaéchlichen Werte. 


Tabelle I. 


Glykokoll —d, 1-Alanin. 
a) Refraktometrische Werte der Einzellésungen. 





Brechungs- Daher 
& geléste Substanz — Gamessene A index gefundenes 
Skalenteil Ent- des Inkrement des 
apatite” ie sprechender' Wassers 
,, des Brechungs- bei “H,O 
; um- Eintauch- index gleicher fiir die geléste 
in gerechnet _—_refrakto- Temperatur Substanz in 
10g Wasser in * meters P Einheiten der 
10g Liésung n nH, Oo 5. Dezimale 


Glykokoll 

fir sich. . 0,6358 0,5978 43,4 1,344 03 | 1,333 22 1081 
d, 1-Alanin 

far sich. . 0,3855 0,3712 32,0 1,339 72 | 1,333 22 | 650 


b) Berechnete bzw. gefundene refraktometrische Werte der Mischlosung. 











g = e| 3 Berechnet Gefunden 
geliste Substanz £2 & , § anes — 
<c °° 2 ~ © 
markets: aii £., €S8se Ss * 
— ~ . 
Misch- S 4 38 Slisksé ss2 « 2 3 
lésung 2 B2w 2 OS VSee ny, O See s 3 3 
enthaltend S gee £ 2657 & 2% a = i) 
- os SEL ESa5 56- ® © =) 
bea Su2 ee 2\§-_* ez =} a 3 
2 wot #.) BiSfEs woo & - = 
= == S22ine~s SS: a a Fe 
| £3 s\"3 2 Sé° . 4 
é r=} ee Cia 
a \"s g~ & & "5 x 
l oll 6310 0,5729 || 1036 ‘ 9 P 
Glykokoll /0,6510 | 0,5729) 1649 1,33322 1,34971 58,6 59,4 1,34999 


d,l-Alanin 0,3855 0.3499) 613 


Diskussion der Ergebnisse. Fiir die Mischlésung berechnet sich auf der 
Grundlage der Additivitaét ein Brechungsindex von 1,34971, entsprechend 
58,6 Skalenteilen des Eintauchrefraktometers. Gefunden wurde ein Wert 
von 59,4 Skalenteilen = 1.34999. Der gefundene Brechungsindex ist also 
um 28 Einh. der fiinften Dezimale = 0,80 Skalenteilen gréBer als der be- 
rechnete. Dieses Ergebnis spricht fiir eine Zustandsénderung der gelésten 
Molekiile in der Mischlésung gegeniiber den Einzellésungen. Da das d, }- 
Alanin in seiner reinen Lésung ,,normales‘‘ Verhalten zeigt, wahrend in 
einer reinen Lésung von Glykokoll zwischen den Molekiilen deutliche 
Attraktionskréfte vorhanden sind, so liegt es nahe, die beobachtete 
Zustandsénderung als Folge des Riickgangs der Assoziation zwischen den 
Glykokollmolekiilen anzusehen, die durch die gleichzeitige Anwesenheit von 
d, l-Alaninmolekiilen in der Mischlésung bewirkt wird. 
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Tabelle II. 
Glykokoll —1-Leucin. 
l. Refraktometrische Methode. 


a) Refraktometrische Werte der Einzellésungen. 








léste Subst Brechungs- Daher 
eliste Substanz inde ' 
ce , Gemessene Ent- — , qrtuntenes 
Skalenteile . nkrement des 
- on sprechender Wassers 
os Rintanch Brechungs- bei "HL O 
nM . — index gleicher | fiir die geliste 
in gerechnet _refrakto- Temperatur, Substanz in 
10g Wasser an meters Einheiten der 
10g Lésung n nH, O 5. Dezimale 


Glykokoll 

fiir sich. .| 0,6358 0,5978 44.0 1,344 26 | 1,333 26 1100 
l-Leucin 

fir sich. . | 0,1870 0,1836 24,0 1,336 67 | 1,333 26 341 


b) Berechnete und gefundene Werte der Mischlésung. 








~ 
g eof $ Berechnet | Gefunden 
geliste Substanz) FE = 2 ,E « _— ; 
oe - & © = - 
Shatinesiinpreinenenipataclh Te 
saif&sa ous 
& . |25 2,885 258 “ eS 
m < ~~ = = & & = = cS = 
Misch- $ fs (="_f Sze e525 — = & 
lésung a 6o%/8 Tio" 5A "H,0 Pas 2 = g 
enthaltend e e@E ist. Sa. Sas 5 E 2 
2 2 ac = = = s 
b s82 8® 3 ESce “7. ‘| 3 = 
—) —— 5 =~ -en 2: + 
“ _" SZ¥lms sc oo 7 vA Ff 
oe a Cs 3\i « ait } 
= es Ss? & Fy 22h ) 
_— al _ 


Glykokoll 0,6358 | 0,5875 1081 
1402 1.38326 1.84728 52,1 58.3 1.34772 
l-Leucin | 0,1870 0.1728 321 sai ~~ 


2. Kryoskopische Daten. 

Glykokoll fiir sich (0,6358 g + 10g Wasser) erzeugt eine Depression 
von 1,504°; daraus berechnetes Molekulargewicht (unter Beriicksichtigung 
der Unterkiihlung von 1,5°): 80,0. In Anwesenheit von 0,187 g Leucin 
bewirkt das Glykokoll in gleicher Konzentration eine Depression von 1,560 
(bei gleicher Unterkiihlung); daraus errechnet sich das Molekulargewicht 
des Glykokolls zu 77,2, also eine betréchtlich niedrigere Zahl. - 


Diskussion der Ergetnisse. Auf der Grundlage von Additivitaét berechnet 
sich der Brechungsindex einer Mischlésung von Glykokoll und 1]-Leucin 
der oben angegebenen Konzentration zu 1,34728 = 52,1 Skalenteilen des 
Eintauchrefraktometers. Der gefundene Wert von 1,34772 = 53,3 Skalen- 
teilen ist um 44 Einh. der fiinften Stelle = 1,2 Skalenteile gréBer, als der 
Additivitét entspricht. Die gleichen Uberlegungen, die im Falle der 
Glykokoll—d, l-Alaninlésung angestellt wurden, fiihren auch hier zu der 
Annahme, da8 die Abweichung der hier behandelten Mischlésung von 
additiven Verhaltnissen auf die Schwéchung der zwischen den gelésten 
Glykokollmolekiilen wirkenden Kraften zuriickzufiihren ist (Dissoziation). 


7* 
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Tabelle III. 
Glykokoll —1-Asparagin. 


a) Refraktometrische Werte der Einzellésungen. 








: Brechungs- Daher 
g geliste Substanz Ramet - index | gefundenes 
- - unt- des 
Skalenteile aprochender| Waseers Inkrement des 
" des h Brechungs- bei "H,O 
A um- Eintauch- index gleicher | fiir die geléste 
in gerechnet _refrakto- Temperatur Substanz in 
10g Wasser in meters Einheiten der 
10g Lésung n NH 0 5. Dezimale 
Glykokoll 
fir sich...  0,6358  0,5978 43,4 | 1,34403 | 1,383 22 1081 
l-Asparagin | 
| 


fir sich. . 00,2226 0,2177 25,55 1,337 26 | 1,333 22 404 


b) Berechnete bzw. gefundene refraktometrische Werte der Mischlésung. 





Berechnet Gefunden 











2 
loste Sub P22 
zeliste Substanz |=-= £1, § 
oa Sikted 5% 
& . es Siiese 328 | § 
ee igs & 58 == ace © © <c 
Misch- 2 oS |i i gleaen sae rs S = 
lésung a Sze ig Ss ose “H,O SEs g 3 ra 
enthaltend = S=8 lls m™ Gea. S58 5 5 = 
oe See lseeoles* aes =| 1 5 
an mos 5 eistee neo 4 a 4 
Ss == 'g @ ass oo5 D va 2 
= = Y ak Ps 
se | FS |is™ & § 355 = 
roa} a cs = 


Glykokoll || 0,6344 | 0,5843) 1056 | ema: FF a 
eee | 1436 1,38322) 1,34758 52,9 53,7 | 1,34787 
1-Asparagin | 0,2226 0.2050 380 I 


Diskussion der Ergebnisse. Der berechnete Wert des Brechungsindex 
der Mischlésung von Glykokoll und 1-Asparagin ist um 29 Einh. der fiinften 
Dezimale kleiner als der gefundene. Es liegt daher, ahnlich wie in den beiden 
vorhergehenden Fallen, eine Dissoziation in der Mischlésung vor. 


Tabelle IV. 
Glykokoll —d, 1-Valin. 


l. Refraktometrische Methode. 
a) Refraktometrische Werte der Einzellésungen. 








a Brechungs- Daher 
g geliste Substanz . ' : index efundenes 
ne Ent- des Inkrement des 
Skalenteile csprechender| Wassers 
_, des Brechungs- bei "HO 
aum- Eintauch- index gleicher _ fiir die geléste 
in gerechnet _refrakto- Temperatur, Substanz in 
10 g Wasser in meters Einheiten der 
10g Lisung | n mH, ra) 5. Dezimale 
Glykokoll | i 
fir sich. .| 0,6358 0.5978 | 43,4 1,344.03 | 1,333 22 1081 
d, 1-Valin 


fir sich. . || 0,3360 0,3251 || 29,95 1,338 94 | 1,333 22 572 
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; b) Berechnete bzw. gefundene refraktometrische Werte der Mischlésung. 
—_—_—— SSS - 
g SS E.E © Berechnet Gefunden 
geliste Substanz =~ 2 22-3 z = 
ne |) A & ead Boe - © 
a . | 8s (a= SSESS fnc2 & 2 2 
Misch- S | es ie of | s4S8 S& 5 F = St 
losung g | S260 5 SS .8e0| myo | ESSE! < = 55 
enthaltend = S25 ie mo lssa. ’ Sas ® ® =z 
as & <= 2 oe ons = = se 
e | Sue isesige_. eek | S 4 z= 
OL wSo= Ey sissis SESS a a & 
= eE= seu Mes cient - = a 
si 55 mo &| 2 . Se 


Glykokoll 0,6145 0,5611) 1014 , ~a il — 
d.1-Valin | 0'3360 | 03068 | 540 | 1554 1,83322 1,34876 56,1 | 58,65 1,34971 
2. Kryoskopische Daten. 

Eine Lésung von 0,3360g d,1-Valin in 10g Wasser erniedrigt den 
Gefrierpunkt des reinen Lésungsmittels um 0,601° (Unterkithlung 1°); ein 
Zusatz von 0,6358 g Glykokoll zu dieser Lésung bewirkte eine weitere 
Gefrierpunktserniedrigung um 1,665° (Unterkiihlung 0,5°). Die Depression, 
die die gleiche Menge Glykokolls, in 10 g Wasser gelést, bewirkt, betragt 
1,504° (Unterkiihlung 1,5°), also weitaus weniger als in der Mischlésung. — 

Diskussion der Ergebnisse. Die refraktometrischen Resultate zeigen, 
daB der gefundene Brechungsindex gegeniiber dem berechneten um 95 Einh. 
der fiinften Dezimale = 2,55 Skalenteilen gr6éBer ist. Das spricht fiir eine 
weitgehende Zustandsénderung der Molekiilarten in der Mischlésung gegen- 
iiber ihrem Zustand in den Einzellésungen. Die kryoskopischen Daten 
ergeben, daB die Depression, die 0,6358 g Glykokoll, in 10 g Wasser geldést, 
fiir sich erzeugen, von 1,504 auf 1,665° ansteigt, wenn man die gleiche 
Glykokollmenge zu der Lésung von d,1-Valin in 10g Wasser hinzufiigt 
und den Gefrierpunkt der Valinlésung als Nullpunkt wahlt. Dieser betracht- 
liche Unterschied in der Depression (= 0,161°) bedeutet, ausgedriickt im 
Molekulargewicht von Glykokoll, einen Abfall dieser GréBe von 80,0 (in 
der Lésung fiir sich) auf 71,3 (in der Mischlésung). Wahrend also in der 
reinen Lésung von Glykokoll infolge von Assoziation das Molekulargewicht 
gréBer als der theoretische Wert (75) ist, fallt er in der Mischlésung weit 
unter diesen. Ahnlich groBe zahlenmaBige Unterschiede zeigt die refrakto- 
metrische Methode an. 

Man kommt also mit beiden Methoden zu dem gleichen Ergebnis, daB nim- 
lich der Zusatz von d, l-Valin zu einer Glykokollésung eine weitgehende Disso- 
ziation zur Folge hat. Tabelle V. 





d, 1-Alanin — |-Leucin. 
l. Refraktometrische Methode. 
a) Refraktometrische Werte der Einzellésungen. 








- : Brechungs- Daher 
g geliste Substanz Siete Ent — gefundenes 
- * unt- es » as 
Skalenteile sprechender A Inkrement des 
i oe Brechungs- bei "H, 8) 
. | @ A index leicher _ fiir die geliste 
in | gerechnet _ refrakto- campereter Salento’ te 
10g Wasser in meters Einheiten der 
10g Lisung n } "H,O 5. Dezimale 
d, l-Alanin 
fiir sich. . | 0,3979 0,3827 32,93 1,34007 1,333 24 683 
]-Leucin | 
fir sich. . |) 0,1870 | 0,1836 23,65 1,33653 1,333 24 329 
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b) Berechnete bzw. gefundene refraktometrische Werte der Mischlésung. 








g Ey ai & Berechnet Gefunden 
geliste Substanz as el ms “ 
| Ssio= = we 
ei ie = Eas Ou S 
Sy, S\P SES | Su “ 
a S oo os < 
& et (SEE 55=5 | 232 © © c 
Misch- g 2: S .8 ceeds || 252 a 3 & 
lésung ¢ | ese 2 “Si. aa) n | 2s = = % 
: | o & 2 Ee H,0O ews of 
enthaltend E Sa5 +3 = BE .- - Sas 8 3 e 
we | §e2 izgeeisgs_” 235 s s = 
a | fee la~ & © Sw a s € = 
= xok : eis woo 24 = 
= = S2sm5 2 Se= T 7 rs) 
| & estes aLe . 2 
S |" ig” & ¢£ S25 = 
— > — 


i,1-Alanin | 0,3979 0.3759, 671 | 
coe ee ete) OT gg | 1,88824) 1,84812) 40,98 40,95 |1,34811 
l-Leucin || 0,1870 | 0,1767|| 317 |{ 


2. Kryoskopische Daten. 


0,4055 g d,l-Alanin erniedrigen in ihrer Lésung in 10g Wasser den 
Gefrierpunkt des Lésungsmittels um 0,888° (Unterkiihlung 2°); die gleiche 
Menge d, l-Alanin bewirkt, zu einer Lésung von 0,187 g l-Leucin in 10g 
Wasser zugesetzt, eine Depression des Gefrierpunkts der 1-Leucinlésung 
um 0,882° (Unterkiihlung 1°). Die Depression der Mischlésung entspricht 
also innerhalb der Fehlergrenzen der Summe der Gefrierpunktserniedri- 
gungen, die die Einzelkomponenten in der entsprechenden Konzentration 


liefern. — 





Diskussion der Ergebnisse. Refraktometrische und kryoskopische Daten 
entsprechen innerhalb der Fehlergrenzen den additiven Werten aus den 
Zahlen fiir die Komponenten. Es liegt also keine Zustandsénderung der 
gelésten Molekiile in der Mischlésung vor. 


Tabelle VI. 
d, 1-Alanin—d, 1-Valin. 


1. Refraktometrische Methode. 
a) Refraktometrische Werte der Einzellésungen. 








tii, saaimie —_ Daher 
g geliste Substanz | index efundenes 
Saalsetete Ent- des albeonent des 
alenteile SS Wassers 
_ des rechungs- _ ei "H, O 
. um- Eintauch- index gleicher | fiir die geliste 
in gerechnet _refrakto- Temperatur, Substanz in 
10g Wasser in meters Einheiten der 
10g Lésung n | Ho 5. Dezimale 
d,l-Alanin | i 
fir sich|| 0,4000 0,3846 | 33,0  1,34010 | 1,383 24 686 
d, !-Valin | 


29.4  1,88878 | 1,883 24 549 


fir sich) 0,3196 0,3097 
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b) Berechnete bzw. gefundene Werte der Mischlésung. 









g oS s Berechnet Gefunden 
liste Substanz =-= = e , aainineniiniats 
_gelos te | ubstang | & = 48 2 a 
Rn 2 &RES Sue « 
s otal 2s 2 .,eSt& Sie . ‘os & 
Misch- g 23 i of ced8 s5= = = = 
lésung = Asw ig 5) "sa | "yL0 SEs 3 3 Z 
enthaltend S SHG = =* Bea: 2 Se = = 
be swe ERS Saw fea = = = 
= soe |= 2 Seng es 2 =< = 
Ss = ©2so pbs oom t. wt ¢ 
a Se jEsE S Se. & 
& & & £ S"5 roa 
d,j-Alanin 0,4000 0.3731 665.5 | as . » aie ote 
val: ( > | 190 ; 1194.0 1.33324 1.384518 4648 46,4 1.34515 
d.l-Valin 0.3196 0.2982 528.5 | ;, ae 


2. Kryoskopische Daten. 
Die Depression der Mischlésung ergibt sich innerhalb der Fehlergrenzen 
als additiver Wert aus den Zahlen fiir die Einzellésungen. 


Diskussion der Ergebnisse. Auf Grund der _ iibereinstimmenden 
Resultate der refraktometrischen und der kryoskopischen Methode laBt 
sich aussagen, da8 in der gemeinsamen Lésung von d, ]-Alanin und d, |-Valin 
keine gegenseitige Beeinflussung der Molekiilarten erfolgt. 


Tabelle VII. 


d, 1-Alanin— d-Alanin. 


1. Refraktometrische Methode. 


a) Refraktometrische Werte der Einzellésungen. 








léste Subst Brechungs- Daher 
g geloste Substanz index efundenes 
Shalentetie Ent- des nahsement des 
Skalenteile |sprechender | Wassers 
. des | Brechungs- bei "H,O 
; um- Eintauch- index gleicher _ fiir die geliste 
in gerechnet _ refrakto- Temperatur Substanz in 
10g Wasser in meters Einheiten der 
10g Lésung n 2H.0 5. Dezimale 
d,1-Alanin 0,4055 0,3897 33,18 1,34017 1,333 24 693 
d-Alanin 0,3800 0,3661 31,85 1,339 66 1,333 24 642 


b) Berechnete und gefundene Werte der Mischlésung. 








g = i Ss Berechnet Gefunden 
geliste Substanz 22 = ,F « — a 

ee Ee sigees ce : 

» jo. las Ble bse ese. ; z 

Misch- : <S a“ gigas S82 | rs E 

lésung | Po £: . os okt nH. ra) $ as = = te 

enthaltend > o* Sm |Gfm6 . S 5s Z £ = 

te oM2 iF SisSan -Ee a a z 

= i T—} = eis 28 o are) = = © 

~ ET“ |$ge2ma's Ss wv. r 2 

coc a @ © San 

5 & oe? &| ¢ 225 a 

d, l-Alanin | 0,4027 | 0,3737 664 | , s ot ee 
; Ht po : 128% ,333 34606 | 48 3 

d-Alanin || 0.3800 0,3524 618 2 | 1,88524) 1, 185 | 48,86 | 1,546 07 
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2. Kryoskopische Daten. 


0,4055 g d, l-Alanin gaben in 10 g Wasser eine Gefrierpunktsdepression 
von 0,880° (Unterkiihlung 1°); daraus ergibt sich das Molekulargewicht 
zu 86,6. 0,380 g d-Alanin lieferten in 10g Wasser eine Depression von 
0,820° (Unterkiihlung 1,5°); berechnetes Molekulargewicht 87,8; 0,4055 g 
d, l-Alanin, der letztgenannten Lésung zugefiigt, erniedrigten deren Gefrier- 
punkt um weitere 0,883° (Unterkiihlung 1°), entsprechend einem Molekular- 
gewicht von 86,4. 

Diskussion der Ergebnisse. Es liegt vollstandige Additivitét in der 
Mischlésung aus d,1- und d-Alanin vor. 


Tabelle VIII. 
d-Alanin—1-Leucin. 


a) Refraktometrische Werte der Einzellésungen. 








a lta Brechungs- Daher 
g geliste Substanz = index efundenes 
Gemessene Ent- des ulicoanaet des 


Skalenteile sprechender| Wassers 


des | Brechungs- | bei 





"HL O 





um~ Eintauch- index leich fiir die geliste 
i shnet —refrakto- | a, Bh cB. age 
l0g | nin " "ae Temperatur — i 
10g Lisung n ny, 0 5. Dezimale 
d-Alanin 0,1378 0.1359 | 192 1,334 82 | 1,332 46 236 
l-Leucin | 0,1980 | 0,1942 22.0 1,83590 | 1,382 46 344 





b) Berechnete und gefundene refraktometrische Werte der Mischlésung. 








> < 
e 2 Berechnet Gefunden 
liste Substanz £2 = , = 
1o0ste Substanz — ee 
aecaaetinmanowed | 9 BT BE aE; i 
- . |S SILese sos 3 
Misch- $ (36 |S" Bis2e5 Bes 2/2 = 
Re 4 BD 2 C65/\-—t2 one 2 2 Zz 
lésung s Se¥ iS weio 84) “HO oS = : & 
enthaltend o~—s iit & ESo .- 5S e-— © > | = 
Me Bez ise oles % aa | = s 
= eo 4 & ste we © a4 ad > 
»e = a“ oS : 
= = how So=205 3 ges ” ” £ 
s |#8 |= 8) 3 ee = 
f £ s*3 


d-Alenin | 0,1378 | 0,1884) 232 |) 7 | 1 38246 |1,88808| 27,6 | 27,7 |1,88808 
l-Leucin _ 0,1892 01882, 325 Jo | | 
Diskussion der Ergebnisse. Die kleine Abweichung des gefundenen 
Wertes fiir den Brechungsindex von dem berechneten (+ 5 Einh. der fiinften 
Dezimale = 0,1 Teilstrich der Skala) liegt knapp auBerhalb méglicher 
Fehlerquellen. Man mu8 daher die Mischungslésung von d-Alanin und 
1-Leucin als additiv in bezug auf den Zustand der gelésten Molekiilarten 


ansprechen. 





| 
| 
| 
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Tabelle IX. 
1-Leucin —d-Leucin. 
&) Refraktometrische Werte der Finzellésungen. 











a eh Brechungs- Daher 
g geliste Substanz Sieainataiaat Ent- index des gefundenes 
————_-———= Skalenteile sprechender| Wassers Inkrement des 
“- _ des Brechungs- bei "HOO 
in gerechnet Eintauch- index gleicher _ fiir die geliste 
10g Wasser | in refrakto- Temperatur Substanz in 
10g Lisun meters Einheiten der 
° | n "HO 5. Dezimale 
I-Leucin | 0,0984 00,0974 18,12 1,884.40 | 1,882 65 175 
d-Leucin , 0,0978 0,0969 18,0 1,334 35 | 1,332 65 170 
b) Berechnete und gefundene refraktometrische Werte der Mischlésung. 
g = oi Berechnet Gefunden 
geliste Substanz = £ , = —-— - - 
Kemtcenssencoset) ES eo 
Be EE 5 SF + 
' at 3 = of iT] ©? = = 
Misch- $ 34 (© isa | ses, 2s : 
lésung = sou ie Osion sec = = E 
enthaltend = SSE = me ge; 2 a2 E @ = 
be eZ |g & Ses SES 2 a 5 
= SS= (Sm £\8e- Boe z a s 
= |se |ES$l ¢ 4e- | 5 
< 5 a | & cs ins 
ij 
l-Leucin | 0,0894 0,0878 158 |) - ' 
. pent , am it a 3326 335 92 06 22,16 1,3835§ 
d-Leucin 0,0978 0,0960 169 | 327 1.33265 1,335 92 22 06 2 16 1,335 96 


Diskussion der Ergebnisse. Der Unterschied zwischen gefundenen und 
berechneten Werten fiir den Brechungsindex der Mischlésung (4 Einh. der 
fiinften Dezimale = 0,1 Skalenteil) liegt knapp an der Fehlergrenze. Man 
muB also ein additives Verhalten der optischen Antipoden in ihrer Misch- 
lésung als vorhanden annehmen. Die geringe Léslichkeit des in der Misch- 
lésung gebildeten d, 1-Leucins macht eine Untersuchung in konzentrierter 
Lésung unméglich; in einer solchen miiBten Abweichungen, die in Zu- 
standsénderungen der gelésten Molekiile ihren Grund hatten, ein gréBeres 
AusmaB erreichen und deutlich auBerhalb der Fehlergrenze fallen. — Die 
Frage nach dem Verhalten optischer Antipoden in ihrer &quimolekularen 
Mischlésung soll gelegentlich an leichter léslichen Substanzen (z. B. Alanin) 
nochmals untersucht werden. 


Tabelle X. 
d-Arginin — Glykokoll. 
1. Refraktometrische Methode. 
a) Refraktometrische Werte der Einzellésungen. 








, . Brechungs- Daher 
g geléste Substanz ‘ index refundenes 
Gemessene > inf dene 
Skalenteile Ent- des Inkrement des 
' , sprechender Wassers 
_, des Brechungs- bei "HL O 
. um- Eintauch- index gleicher _ fiir die geliste 
in gerechnet refrakto- Temperatur Substanz in 
10g Wasser in meters Einheiten der 
10g Lisung aaieiin 
g Losung n nH, O 5. Dezimale 
d-Arginin 0,5798 0,5480 43,65 1,384413 1,333 24 1089 


Glykokoll 0,7256 0,6765 48,0 1,345 75 1,333 24 1251 
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b) Berechnete und gefundene Werte fiir die Mischlésung. 











r 5 et ae Berechnet Gefunden 
geliste Substanz = = Else © “a 2 a ————— 
- ae 2 Eas one 
Be, SI S8 =-ss s 
' $ | et lee als ges s% © ° = 
Misch- 2 As} Ss S8lsess Bes | 3 & 
losung S | gee i3 BSlo“EA! "Ho | $83 = = € 
enthaltend = S&S iis oe igea 3 ‘ 5 Sea = = 
& se JE & SIES.) aaa 3 3 = 
2 wot is. Bise=5 SS © a4 2s 4 
= ie 9o 2/25 3c £25 L w. rs 
EI es o@ 8 & an 2) 
- a Pa cs = 


d-Arginin | 0,5798 0,5125, 1019 | ~ ans p " ; = 
Glykokoll | 0.7330 0.6479 | 1198 ; 2217 1,33324 1,85541 74,2 74,65 1,85557 


2. Kryoskopische Daten. 


Glykokoll fiir sich (0,7256 g + 10 g Wasser) gibt eine Depression von 
1,711° (Unterkiihlung 1°), entsprechend einem Molekulargewicht von 79,8. 
In einer Mischlésung, die 0,5819 g Arginin und 0,7256 g Glykokoll in 10g 
Wasser enthalt, betragt die durch das Glykokoll erzeugte Depression des 
Gefrierpunkts der (Arginin-)Lésung 1,585° (Unterkiihlung 1°). Daraus 
errechnet sich das Molekulargewicht des Glykokolls in der Mischlésung 
zu 82,96 ~ 83. 


Diskussion der Ergebnisse. Die refraktometrischen Befunde zeigen eine 
VergréBerung des Brechungsindex der Mischlésung iiber das berechnete 
Ausma8, und zwar um 0,45 Skalenteile = 16 Einh. der fiinften Dezimale. 
Das wiirde fiir das Auftreten einer Desassoziation sprechen. Im Gegensatz 
hierzu ergibt die kryoskopische Untersuchung eine VergréBerung des 
Molekulargewichts von etwa 80 auf 83. Diese scheinbare Diskrepanz in den 
Ergebnissen der beiden Methoden zur Zustandsuntersuchung geléster Stoffe 
hat ihre Ursache in einer chemischen Reaktion zwischen den beiden 
Komponenten der Mischlésung, verursacht durch den ausgeprégt basischen 
Charakter des Arginins. Es sind also die Voraussetzungen fiir die An- 
wendbarkeit des refraktometrischen Verfahrens nicht mehr gegeben. Auf 
diese Erscheinung wird in einer folgenden Arbeit, die die Untersuchung 
von Lésungspaaren der Aminoséuren mit einer sauren und einer basischen 
Komponente zum Gegenstand haben soll, ausfiihrlich einzugehen sein. 


Tabelle XI. 
d-Arginin-d, 1-Alanin. 


a) Refraktometrische Werte der Einzellésungen. 








= eetbihh Qutiitinnn | | Beochunge- Daher 
s i} ndex ri ‘ 
Gomennene Ent- des a Me 
| Skalenteile sprechender| Wassers ‘ 
_, des Brechungs- | bei "HO 
yar um- || Eintauch- | index gleicher | fiir die geldste 
i} in gerechnet | refrakto- Temperatur| Substanz in 
i 10 g Wasser in | meters Einheiten der 
| 10g Lisung) n nH, 90 | 5. Dezimale 
d-Arginin | 0,1766 0,1735 24,0 1,336 67 1,333 24 343 


d,l-Alanin — 0,1109 0,1097 20,0 1,33513 1,333 24 189 





. 
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H 
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b) Berechnete und gefundene Werte fiir die Mischlésung. 
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d-Arginin | 0,1876 | 0,1822,, 360 


oe | 546 | 1.38824 1.33870 29.3 29,65 1.33883 
d,l-Alanin 0,1109 0.1077, 186 | 


Diskussion der Ergebnisse. Es gilt das im vorstehenden Falle Gesagte. 
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/. Einleitung. 


Die vorliegende Arbeit befaBt sich mit der Untersuchung proteo- 
lytischer Fermente normaler tierischer und menschlicher Gewebe 
sowie bésartiger menschlicher Geschwiilste. Die Untersuchung hat das 
Ziel, die eiweiBspaltenden Fermente der normalen Gewebe mit denen 
der Tumoren sowohl qualitativ wie quantitativ zu vergleichen, um fest- 
zustellen, ob die Eigenart der Tumorzelle, insbesondere ihr fort- 
schreitendes, andere Gewebe zerstérendes Wachstum in Beziehung 
zur Art und Konzentration der in ihr vorhandenen proteolytischen 
Fermente zu bringen ist. 


Die wesentlichsten Fortschritte in der Aufklarung des Stoffwechsels 
der Geschwulstzelle sind bisher auf dem Gebiete des oxydativen Abbaues 
erzielt worden. Es ist bekannt, daB es Warburg (1)* gelang, nachzuweisen, 
daB die Geschwulstzelle im Gegensatz zur normalen Gewebszelle ihren 
Energiebedarf iiberwiegend mittels anaerober Vergérung von Kohlen- 
hydraten und nur zu geringem Teil mittels des iiblichen oxydativen Abbaues 
deckt. 


Neben diesen Besonderheiten des Kohlenhydratstoffwechsels und somit 
des Energiebezugs nimmt man heute noch auf Grund der alteren Unter- 


* Die Literaturzusammenstellung befindet sich am Schlu8 der fiinften 
Mitteilung, siehe daselbst auch die zusammenfassende Besprechung. 
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suchungen von Blumenthal (2) und Mitarbeitern sowie Neuberg (3) und 
Mitarbeitern an, daB die charakteristischen Eigenschaften des Tumors 
hinsichtlich Wachstum und Zerfall in Beziehungen zu Eigentiimlichkeiten 
proteolytischer Vorgénge stehen. 

Diese Vorstellung ist neuerdings wieder dadurch in den Vordergrund 
getreten, daB Waldschmidt-Leitz und Schdffner (4) auf Grund ihrer experi- 
mentellen Arbeiten eine Theorie (s. unten) aufgestellt haben, die eine 
Aktivierung proteolytischer Vorgénge in Tumoren mit ihrem geanderten 
Kohlenhydratstoffwechsel verkniipft. 

Die Bedeutung dieser Erscheinungen gab die Veranlassung fiir diese 
Arbeit, die proteolytischen Fermente in Tumoren, insbesondere die Pro- 
teinasen eingehend mit denen normaler Gewebe zu vergleichen. Fs 
sei vorausgenommen, daB die Ergebnisse gegen eine Sonderstellung der 
Tumorzelle bei proteolytischen Vorgéngen im Vergleich zu normalen Zellen 
sprechen. 

Die Untersuchungen gehen von dem heutigen Stand der Kenntnisse der 
proteolytischen Enzyme in tierischen Geweben aus. 

Man unterscheidet — unter Ausschlu8 der Verdauungsdriisen 
zwei Hauptgruppen: die ,,Proteinasen‘‘, die genuines EiweiB und die 
, Hreptasen“*, die EiweiBspaltstiicke angreifen. Von den Proteinasen 
scheint das bei schwach saurer Reaktion (py 4 bis 5) optimal wirkende 
,,Kathepsin‘*‘, das etwa dem in pflanzlichen Zellen wirksamen Papain 
entspricht, das wesentliche, in Menge iiberwiegende und wohl in allen 
tierischen Zellen vorhandene Ferment zu sein. Es ist mit der sogenannten 
B-Protease Hedins (5) identisch. Mit diesem Ferment beschaftigen sich 
im wesentlichen die Untersuchungen dieser Arbeit. Daneben hatte Hedin 
in Milzextrakten auch im alkalischen Gebiet (bei py 8) einen Abbau von 
EiweiB beobachtet und diese Wirkung einem tryptischen Ferment, der 
sogenannten «-Protease, zugeschrieben. E. Waldschmidt-Leitz und 
W. Deutsch (6) glaubten spéter, den Nachweis fiihren zu kénnen, daB die 
tryptische Wirkung nur vorgetéuscht sei. Und zwar sollte durch das Zu- 
sammenwirken der schwachen Restaktivitét des Kathepsins mit den bei 
etwa pu 8 optimal wirkenden Ereptasen das Maximum im alkalischen Teil 
der Spaltkurven hervorrufen. H. Kleinmann u. K.G. Stern (7) glaubten 
unter Heranziehung der nephelometrischen Untersuchungsform sich dieser 
Anschauung anschlieBen zu kénnen, doch gelang es schlieBlich Kleinmann 
und Mitarbeitern in einer Reihe von Untersuchungen die Verhaltnisse wie 
folgt aufzuklaren (s. hierzu auch P. Rona und H. Kleinmann, diese 
Zeitschr. 241, Heft 4/6, 1931): 

Nachdem R. Wilistdtter und E. Bamann (8) die alteren Beobachtungen 
iiber das Vorkommen von Tryptase in weiBen Blutzellen bestatigt hatten 
{s. hierzu auch Husfeld (9) sowie K.G. Stern (10)] und S.G. Hedin (11) 
neuerlich auf die Existenz der Protease hingewiesen hatte, war an der 
Existenz eines tryptisch wirksamen Fermentkomplexes in wei8en Blut- 
zellen (Myelocyten) nicht mehr zu zweifeln. In einer noch nicht veréffent- 
lichten Untersuchung konnten nun H. Kleinmann und G. Scharr auch 
mit der nephelometrischen Methode nachweisen, daB in weiBen Blutzellen 
wahres Trypsin in erheblicher Menge vorhanden ist. Nach weiteren Unter- 
suchungen von Kleinmann (die folgend in dieser Zeitschrift veréffentlicht 
werden), ist in parenchymatésen Geweben echte Tryptase vorhanden, die 
aber oft nur in geringer Menge auftritt. so daB sie sich dem methodischen 
Nachweis entzieht. Die GréBenordnungen schwanken je nach dem, ob ein 
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Extrakt nativ verhaltnismaBig fermentarm oder -reich ist. Jedenfalls 
liegen die Werte fiir Organe und einzelne Tumoren iiber denjenigen Werten 
die bei der Zugrundelegung des Tryptasegehalts des Blutes und Blut- 
gehalts des betreffenden Gewebes in diesem zu erwarten gewesen waren. 
Ob es sich hierbei um eine tatsachlich im Zellinnern gebildete Proteinase 
oder um Enzymmengen handelt, die durch Zerfall von Myelocyten im 
Gewebe angetroffen werden, ist heute noch nicht zu entscheiden. 

AuBer den beiden Proteinasen finden sich nun in der Zelle Enzyme, 
die auf EiweiBbruchstiicke eingestellt sind und deren eingehende Er- 
forschung wir den Arbeiten von HE. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern 
{siehe hierzu auch (12), (13)]. sowie W. Grassmann und Mitarbeitern 
verdanken (s. Zeitschr. f. physiol. Chem.). Nach diesen haben wir zu 
unterscheiden: Dipeptidasen und Polypeptidasen. Von diesen greift die 
Aminopolypeptidase, vergesellschaftet mit der Dipeptidase, héhere Peptide 
von der Seite der freien Aminosauren aus an. Von der Carboxylseite aus 
wirksam ist die Carboxypolypeptidase, die das Kathepsin begleiten und 
wie dieses durch Komplexbildner (Schwefelwasserstoff, Cyanwasserstoff) 
aktivierbar sein soll. 


Die vorliegende Untersuchung ist auf das Kathepsin, das Trypsin 
und die Dipeptidase in Normal- und Tumorgeweben beschrinkt. 

Die Fermente wurden zunachst in qualitativer Hinsicht untersucht 
und mit den entsprechenden Fermenten aus tierischen und mensch- 
lichen Organen und Geweben verglichen. Zum Vergleich mit Fermenten 
in Tumorextrakten dienten Extrakte aus Rindermilz, menschlichen 
parenchymatésen Geweben (Milz, Leber, Niere) und menschlichen 
nichtparenchymatésen Geweben (Gehirn, Muskulatur, Haut). Die 
verglichenen Fermente, d.h. im wesentlichen Kathepsin, wurden 
hinsichtlich ihres kinetischen Verhaltens gepriift. Des weiteren wurde die 
Angreifbarkeit verschiedener Substrate untersucht; der fermentativen 
Einwirkung wurden Casein, Gelatine, Edestin, Serumalbumin, Eiweif8 
aus menschlichen Organen, sowie das EigeneiweiB der Fermentextrakte 
selbst ausgesetzt. Aktivitats-px-Kurven wurden angelegt, das Verhalten 
des Ferments bei fortschreitender Reinigung wurde studiert und be- 
sonders eingehend das Verhalten gegen Aktivatoren untersucht. 

Niemals konnte in qualitativer Hinsicht ein Unterschied zwischen 
dem Kathepsin der Tumoren (das gleiche gilt von Trypsin und Dipepti- 
dase) und dem normaler Gewebe beobachtet werden. 

Nunmehr wurde versucht, auch in quantitativer Hinsicht den 
Fermentgehalt der Tumoren mit dem normaler Gewebe in Vergleich 
zu bringen. Fir diese Untersuchung war das vorausgegangene Studium 
des Aktivierungsverhaltens unerlaBlich. Beruht doch die Anschauung 
von E. Waldschmidt-Leitz und A. Schaffner (4) gerade auf der Beein- 
flussung des Verhaltnisses der in den Zellen unaktiviert und aktiviert 
vorhandenen Fermentmengen durch die in den Tumorzellen anormalen 
oxydativen Stoffwechselvorgange. 
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Daher sei auf das Problem der Aktivierung tierischer Proteasen 
im folgenden kurz eingegangen. 


Nachdem RF. Willstdtter und W.Grassmann (15) die alteren Befunde 
von Vines (16) und L. B. Mendel und A. F. Blood (17) iiber die Aktivier- 
barkeit des pflanzlichen Papains mittels Blauséure bestétigt und ver- 
tieft hatten, haben EH. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter (18) gezeigt, 
daB auch das tierische Kathepsin, ebenso wie die Hefeproteinase 
[W. Grassmann und H. Dyckerhoff (22)| durch Hilfskérper aktiviert werden 
kann. H. Kleinmann und K. G. Stern (7) priiften das Aktivierungsverhalten 
der Milzextrakte in héherem Reinheitsgrad und fanden, daB sich hierbei das 
Kathepsin nicht mehr durch Cyanwasserstoff, sondern nur noch durch 
Schwefelwasserstoff gegen Gelatine aktivieren ]48t. Wahrend aus den da- 
maligen Versuchen auch bei Casein als Substrat auf Grund ganz kleiner 
Spaltungszunahmen eine Aktivierbarkeit des Ferments angenommen wurde, 
ist nach den Erfahrungen dieser Arbeit eine eindeutige Aktivierbarkeit 
nur bei Gelatine festzustellen. Des weiteren haben EF. Waldschmidt-Leitz 
und Mitarbeiter (24) fiir tierische Gewebe bei der Autolyse und O. Ambros 
und A. Harteneck (21) sowie W. Grassmann und H. Dyckerhoff (19) (22) 
fiir pflanzliche Gewebe iiber das Vorkommen eines natiirlichen Aktivators 
der Gewebsproteinasewirkung berichtet. Den Forschern ist es gelungen, 
die von ihnen gefundenen Aktivatoren (,,.Phytokinase‘* bzw. ,,Zookinase‘*) 
mit dem Tripeptid Glutathion zu identifizieren (23) (24). Auf der anderen 
Seite gibt es nach W. Grassmann im Pflanzenreich sicher auch Faille 
natiirlicher Aktivierung, die mit Glutathion nichts zu tun haben (23). 


Beziiglich der Tumoren haben nun £. Waldschmidt-Leitz und 
A. Schaffner (4) dargestellt, daB nicht allein bei der Autolyse, sondern 
auch bei der Entstehung und dem Wachstum bésartiger Geschwiilste 
die Aktivierung des Kathepsins durch Glutathion cine wichtige Rolle 
spiele. In Verbindung mit dem Befund von W. Grassmann [(23) (25)], 
daB nur in der reduzierten Form vorliegendes Glutathion als Aktivator 
der Proteolyse zu wirken vermag, hat nun E. Waldechmidt-Leitz die 
Anschauung entwickelt, daB zwischen dem Sauerstoffmangel und der 
gesteigerten Proteolyse in Tumoren ein innerer Zusammenhang 
bestehe. In der normalen Gewebszelle, die reichlich mit Sauer- 
stoff versorgt ist, ist das Gleichgewicht zwischen oxydierter und 
reduzierter Form des Tripeptids stark zu Ungunsten des reduzierten 
K6rpers verschoben. 


Beim Absterben der Gewebe, oder allgemeiner bei Sauerst off mangel, 
wie er unter anderem in Tumoren auftritt, verschiebt sich das natiirliche 
Gleichgewicht zwischen den beiden Formen zugunsten der reduzierten, 
also des Aktivators. Auch F. Demuth und J. v. Riesen (26) berichten 
iiber kochbesténdige Aktivatoren der Proteolyse in Sarkomen. Weiter 
diirfte zu dieser Verschiebung noch die Saéuerung des Tumorgewebes 
infolge der Milchséureproduktion beitragen, da die reduzierte Form 
des Glutathions im sauren Gebiet bestaindiger ist als die oxydierte. 
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d,. Németh und L. Karczag und L. N émeth (27) wollen einen férdernden 
EinfluB von Blausiure auf die Ausbreitungsgeschwindigkeit von Car- 
cinomen beobachtet haben. 


Die Vorstellungen von Waldschmidt-Leitz wurden nun in dieser 
Arbeit zu priifen gesucht, derart, daB der Fermentgehalt von 
Tumorextrakten sowohl unaktiviert wie aktiviert ausgewertet und in 
Vergleich zu den entsprechenden Werten von Normalgeweben ge- 
setzt wurde. 

Ware die Tumorzelle durch besondere Aktivierungskérper aus- 
gezeichnet und ware ihr Wachstum durch einen Reichtum an aktivem 
Ferment in Beziehung zu bringen, so miiBte sich auch in den Extrakten 
entweder eine auffallende Menge proteolytischen Ferments nachweisen 
lassen, oder es miuBte zum mindesten das Verhaltnis des aktivierten 
zum unaktivierten Fermentanteils ganz zu ungunsten des letzteren 
verschoben sein. Und bei der auferordentlichen physiologischen 
Leistung der Tumorzelle miiBten Besonderheiten des Fermentgehalts, 
wenn sie als Ursache der Leistung anzusehen waren, auch auffallend 
und tberzeugend in Erscheinung treten. 

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ergeben nun, daB 
Extrakte aus Tumoren sich auch quantitativ in keiner Weise von 
solchen aus normalen Geweben unterscheiden. Tumorextrakte sind 
armer an eiweiBspaltenden Fermenten als die normaler parenchymatéser 
Organe. Ihr Fermentgehalt ordnet sich zwischen dem dieser Organe 
und demjenigen nichtparenchymatéser Gewebe ein und entspricht 
somit dem morphologischen Zellgehalt der extrahierten Gewebe. Selbst- 
verstandlich schwanken die Ferment mengen der verschiedenen Extrakte. 
Aber selbst bei Schwankungen um eine Zehnerpotenz lassen sich 
die Grenzen der Fermentkonzentration der verschiedenen Gewebsarten 
umreiBen und die Unterschiede in den verschiedenen Typen sind so groB, 
daB mit Sicherheit eine Reihenfolge in den Fermentkonzentrationen der 
Gewebe aufzustellen ist. 


Selbstverstandlich ist, daB alle Angaben sich auf Glycerinextrakte 
beziehen und da® in der nativen Zelle andere Zustinde herrschen 
kénnen wie in dem bereits ein Kunstprodukt darstellenden Extrakt. 
So kénnen wohl Fermentbeein!lussungen durch Azidititsinderungen 
in der Zelle (Saiuerung im Carcinomgewebe) denkbar sein. Aber 
von den Verhiltnissen in der lebenden Zelle. wissen wir nichts und 
miissen uns darauf beschrinken, nur das Extrakt material zu vergleichen. 
Da dieses aber gleichartig aus den verglichenen Geweben gewonnen 
wird, so gibt es doch eine Vergleichsgrundlage, und seine Unter- 
suchung ist zum mindesten bisher der einzige Weg, um zu Aussagen 
zu gelangen. 
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Ist im vorangehenden im wesentlichen tiber den Gesamtgehalt 
der Zelle an Proteinasen gesprochen worden, so konnten auch hin- 
sichtlich des Verhaltnisses aktiviertes Ferment zu unaktiviertem in 
Tumorextrakten keine anderen Verhaltnisse gefunden werden als in 
Extrakten normaler Gewebe, die den Tumorextrakten hinsichtlich 
der Fermentkonzentration ents prechen. 


Dagegen konnte gezeigt werden, daB der Begriff der Aktivierung fiir 
die vorliegenden Versuche nur bei dem Substrat Gelatine anzuwenden ist. 
Weder mit Cas2in noch mit irgendeinem anderen der angewandten Sub- 
strate einschlieBlich dem EiweiB aus menschlichen Organen und dem 
EigeneiweiB der Fermentextrakte selbst war eine Wirkung der Aktivatoren 
Schwefelwasserstoff und Cyanwasserstoff nachzuweisen. 


Da nach den Angaben von K.G. Stern (28) sowie L. Michaelis und 
kK. G. Stern(29) Metalle und Metallkomplexe (bei Anwendung von Ferment- 
extrakteigeneiweiB als Substrat) f6rdern bzw. in héherer Konzentration die 
Proteolyse hemmen sollen, ware immerhin eine Aktivierung durch Schwefel- 
wasserstoff infolge Entfernung hemmender Metallkonzentrationen gegen 
Eigeneiwei8B zu erwarten gewesen. Doch konnte eine derartige Wirkung 
nicht beobachtet werden. 


Somit scheint eine Aktivierung des Ferments gegen das ZelleiweiB, 
worauf sich die Theorie von Waldschmidt- Leitz stiitzt, nicht einzutreten, 
sofern nicht noch nachgewiesen werden kann, daB die Zelle ihrer 
Proteinase Substrate bietet, gegen die eine Aktivierung tberhaupt 
erfolgen kann. 


Aus dem Beobachtungsmaterial, das zurzeit vorliegt, sowie aus 
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist nicht auf Aktivierungs- 
vorgange durch HS- oder HC N-Gruppen innerhalb der Zelle zu schlieBen. 


Es zeigte sich also, daB die Proteasen der Tumoren sich in jeder 
Hinsicht vollstandig gleichartig verhalten, wie diejenigen normaler 
Gewebe, iiber deren Unspezifitat gegen Casein, was das Kathepsin 
anbetrifft, Utkina-Ljubowzowa und Steppuhn (30) berichten konnten. 

Die Untersuchungen fiir die vorliegende Arbeit wurden gréBtenteils 
mit Hilfe von Mikromethoden durchgefiihrt, hauptsachlich mit Hilfe 
der Nephelometrie (31), mittels der die Analyse einer Reihe von EiweiB- 
kérpern bereits ausgearbeitet worden ist. Als wesentlicher Vorteil 
der nephelometrischen Methode wird angesehen, daB ausschlieBlich 
unabgebautes EiweiB gemessen wird, wahrend altere Methoden (z. B. 
Waldschmidt-Leitz), die Aminostickstoff usw. bestimmen, die Abbau- 
produkte messen und somit Nebenreaktionen (Ereptasewirkung) 
miterfassen. Weiter gestatten die nephelometrischen Methoden die 
Anwendung kleinster Materialmengen, wie sie bei der Untersuchung 
von Tumoren meistens vorliegen und auf Grund des schnellen und 
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sauberen Arbeitens die Durchfiihrung ausgedehnter Reihenversuche. 
Die Nephelometrie wurde somit zur notwendigen Grundlage der vor- 
liegenden Untersuchungen. 


I. Methodik. 
1. Das Enzymmaterial und seine Gewinnung. 
Allgemeine Vorschriftenzur Herstellung von Glycerinextrakten. 


Von nahezu allen fiir die folgenden Versuche verwandten Geweben 
wurden fermenthaltige Extrakte vorzugsweise derart hergestellt, daB die 
Gewebe mit schwach essigsaurem Glycerin extrahiert wurden. 

Von Hedin (5) (32) ist zwar angegeben worden, daB bei saurer Extraktion 
nicht alle Fermente dem Gewebe entzogen werden und daB z. B. Tryptase 
aus dem Gewebe hierbei nur zu geringem Teil entfernt wird, doch konnten 
wir uns hiervon nicht tiberzeugen. Einmal namlich zeigten Versuche mit 
schwach alkalischen Extrakten aus Tumoren die gleichen pq-Optimumkurven 
wie Versuche mit schwach sauren Extrakten (s. diese). Dann aber hat 
der eine von uns in einer zur gleichen Zeit durchgefiihrten /Arbeit iiber die 
Fermente der Lymphocyten sich eingehend davon tiberzeugt, daB die bei 
alkalischer Reaktion mit Glycerin aus dem Gewebe gezogenen Fermente 
die némlichen sind, wie die bei saurer Reaktion extrahierten. Dieser Punkt 
ist bei der genannten Arbeit ausfiihrlich behandelt worden, und es muB auf 
dieselbe verwiesen werden (s. P. Rona und H. Kleinmann, diese Zeitschr. 241 
Heft 4/6, 1931.) 

SchlieBlich wird auch in einer weiteren Arbeit iiber Leucocyten- 
fermente gezeigt werden, daB ein sicher tryptischer Komplex bei saurer 
Reaktion mit Glycerin gut extrahierbar war. 

Da die geringe Menge Tumormaterial, die zur Verfiigung stand, méglichst 
gut ausgenutzt werden sollte, wurde das Material auch bei der Glycerin- 
extraktion nur einige Male geteilt und getrennt fiir saure wie fiir alkalische 
Extraktion verwandt. Da die alkalischen Extrakte duBerst schlecht 
filtrierten und viel Verlust bedingten, wurde auf ihre standige Bereitung 
verzichtet und unter Benutzung der bei den verwiesenen Arbeiten er- 
haltenen Ergebnisse mit sauren, gut filtrierenden Extrakten gearbeitet, 

Nun ist aber immerhin der Einwand méglich, daB sich bei der Extraktion 
mit Glycerin nach Waldschmidt-Leitz (6) zu den wdsserigen Extraktions- 
methoden nach Hedin (32) quantitativ gegensatzliche Unterschiede ergeben, 
derart, daB das katheptische Ferment besser oder schlechter durch die 
eine Methode extrahierbar ist als durch die andere. Es wurde daher eine 
Reihe von Versuchen auch mit den von Hedin angegebenen Extraktions- 
verfahren angestellt. 

Es zeigte sich, daB das Verhalten der Fermente kein regelmaBiges 
war und die Fermentmengen in den verschiedenen Extrakten stark wechseln. 

DaB die Angaben von Hedin nicht iiberall bestatigt werden konnten, 
liegt wohl an der Anwendung.verschiedener Bestimmungsmethoden. Hedin 
bestimmte seine Fermentmengen durch Messung des nicht koagulier- 
baren EiweiBes nach Kjeldahl. Er bestimmte also Spaltprodukte der 
in Lésung gegangenen EiweiBstoffe. Hierdurch erfaBte er auf alkalischem 
Gebiete stets Mischungen von Tryptase und Ereptase zur Analyse. Aus 
diesem Grunde sind die Bestimmungen nach Spaltprodukten fiir die 
Proteinasenuntersuchungen abzulehnen. 
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Die hier angegebenen Methoden bestimmen das unangegriffene Sub- 
strat und messen daher allein die Wirkung von Proteinasen. 

Des weiteren muB aber gegen die Methode der wasserigen Extraktion 
gesagt werden, daB sie leicht bakteriell zersetzliche Ausziige liefert. Wahrend 
die saure Extraktion nach Hedin noch verhaltnismaBig schnell verléuft, 
dauert die alkalische Extraktionsmethode langere Zeit und liefert trotz 
reichlicher Toluolanwendung haufig faulige oder bakteriell verunreinigte 
Extrakte. Da nun die wasserige Extraktion gegeniiber derjenigen mit 
Glycerin somit Nachteile aber keine Vorteile aufwies, wurde in der folgenden 
Arbeit im Prinzip die Glycerinextraktion beibehalten (s. hierzu auch 
P. Rona und H. Kleinmann, |. «. S. 115). 

Die Gewebe wurden stets so frisch als irgend médglich verwandt. 
Carcinome wurden stets unmittelbar nach der Operation verarbeitet. Es 
wurden nur unzerfallene bakteriell nicht verunreinigte Tumoren angewandt. 
Deshalb wurde auch mdglichst mit cireumscripten Mammacarcinomen 
gearbeitet. 

Wo wir Magen- oder Organcarcinome verwandten, wurde der éuBere 
eventuell bakteriell infizierte Teil des Gewebes fortgeschnitten und nur 
die saubere, reine zentrale Tumormasse benutzt. Bei den nach der Ob- 
duktion gewonnenen Tumoren, sowie bei der Gewinnung von Organ- 
fermenten wurde darauf gesehen, daB Material schon wenige Stunden nach 
dem Tode zu gewinnen. 

Alle Gewebe wurden von Fett, Blut oder fremden Geweben befreit 
und mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen. Das Material wurde 
grob zerkleinert, durch den Latapi gedreht, gewogen und mit der doppelten 
Gewichtsmenge 37°,igen Glycerins und soviel Essigséure versetzt, daB 
die Glycerinmenge stets 0,15 °,, wasserfreie Essigséure enthielt. Die Mischung 
wurde unter éfterem Umschiitteln 4 Stunden bei 37° belassen. 

Dann wurde das Gemisch auf ein Faltenfilter gegeben und das waéhrend 
48 Stunden durchgegangene Filtrat gewonnen. Es diente als Rohextrakt 
fiir die folgenden Versuche. 

Von Tumorextrakten wurden je nach GréBe des Tumors Mengen 
von 5 bis 500 g Extrakt gewonnen. Ebenso wurden Extrakte aus der Milz 
des Rindes, sowie aus menschlichen Geweben (Leber, Milz, Niere, Musku- 
fatur, Haut, Gehirn) gewonnen. 

Sogenannte Schnellausziige [s. Waldschmidt-Leitz und Deutsch (6)] 
wurden nicht bereitet. 

In einzelnen Fallen wurden auch Carcinome bzw. Teile derselben 
starker sauer, d. h. kongosauer, sowie schwach und stark lackmusalkalisch 
extrahiert. Diese Extrakte waren im allgemeinen in der Spaltwirkung 
nicht besser, nur filtrierten, wie gesagt, die alkalischen sehr viel schlechter 
als die sauren. Auch wurden sie im Gegensatz zu den fast klaren Normal- 
ausziigen bald stark getriibt oder flockig. 

Die Extrakte wurden meist erst nach mehrtaégigem Stehen verwandt. 
Die Wirksamkeit derselben blieb wahrend langerer Zeit (Monate) annahernd 
die gleiche bzw. nahm sie nur sehr langsam ab. Dagegen wurde des 6fteren 
beobachtet, daB die Extrakte unmittelbar nach der Herstellung wesentlich 
wirksamer waren als nach mehrtaégigem Stehen. 


Von den Tumoren wurden vor der Extraktbereitung histologische 
Praparate angelegt. 
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Verzeichnis der Extrakte. 


A. Tumoren. 





Extrakt Carcinome Bxtrekti Schnitt 
Nr. Herkunft sxwaxtion (hist.) 
I Magen schwach sauet Ay 
II Mamma . m4 10 167 
nal : : wurde geteilt 10172 


a) schwach sauer 
(Lackmus schwach rot) 
b) schwach alkalisch 
(Lackmus schwach blan) 
IV ” geteilt 10178 
a) stark sauer (mit Eisessig 
kongosauer) 
b) stark alkalisch (35 g 
Glycerin + 2cem NaOH 


n/10) 
V ~ schwach sauer 10771 
VI # a - 10 782 
Vil " ¥ - 10 783 
Vill i ‘ ‘a 
IX Leber - * B, 
X Tumor axil- ~ 
laris (Sarcom) 
xI Pankreas a) schwach sauer By 


b) schwach alkalisch (60g 
Glycerin enth. 0,5 ccm n/10 
NaOH) 
c) wass. Extrakt (Hedin) 
schwach sauer 
XI Hirn a) schwach sauer 
b) schwach alkalisch 
(80g Glycerin enth. 0,6 cem 
n/l0 NaOH 
XITI Mamma schwach sauer 


XIV Leber * ” Bs 


B. Extrakte aus menschlichen Organen. 


Extrakt- 
ausbeute 


ra 


Die Extraktion geschah wie in der allgemeinen Vorschrift angegeben 


(d. h. nachstehend durchweg schwach saure Glycerinextrakte). 


O Ill Leber O IX Leber 
O1V Muskel Ox Milz 
OV Milz O XI Niere 
OVI Niere OXI Hirn 

O VIL Hirn O XIIIl Muskel 


OVIIIl Haut 


C. Rindermilzextrakte. 


RI Glycerinextrakt, schwach sauer, 
RI Glycerinextrakt, schwach sauer. 
R III Glycerinextrakt, a) schwach sauer, b) kongosauer, c) schwach 

alkalisch (50 g Glycerin enthalten 0,4 cem n/10 NaOH), 
R IV wasserige Extrakte nach Hedin (saure und alkalische Fraktionen), 
RV_ Glycerinextrakte, a) schwach sauer, b) schwach alkalisch. 
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2. Bestimmungsmethoden, 


Als Bestimmungsmethoden werden (bis auf die Eichungen nach Wald- 
schmidt-Leitz) die folgenden nephelometrischen Methoden gegeben. Sie 
erméglichen die Untersuchung so kleiner Fermentmengen, wie sie in den 
meist geringen Materialmengen vorhanden sind und erfassen nur die 
tatsachliche Proteinasenwirkung. 


a) Proteinasen. 


Allgemeine Vorschrift fiir die optischen 
Proteinasebestimmungen. 


Nach P. Rona und H. Kleinmann (33) wird eine verdiinnte EiweiBlésung 
bei bestimmtem pq bei 37° einer Einwirkung von Fermentlésungen ausgesetzt. 
Vor und nach der enzymatischen Einwirkung werden Abnahmen gemacht, 
die nach Hinzufiigen eines Triibungsmittels miteinander im Nephelometer 
nach Kleinmann (Schmidt und Haensch, Berlin) verglichen werden. Setzt 
man den Eiwei®Bgehalt der Anfangsabnahmen gleich 100°, so 1laBt sich 
die proteolytische Aufspaltung in Prozenten ermitteln. 

Die Ansdtze: Zu der Substratlésung (Casein, Gelatine, Edestin, Serum- 
eiweiB, EigeneiweiB der Fermentextrakte und Organe, etwa 10 bis 20 cem) 
wird zwecks Einstellung der gewiinschten Aziditat eine bestimmte Menge 
Puffer, Séure bzw. Lauge gegeben. Die Mengen sind jeweils in Probe- 
ansaétzen auszuprobieren. Wegen der sehr geringen Aziditatsveranderungen 
beim Arbeiten mit stark verdiinnten Substraten ist es oft nicht nétig, im 
deutlich sauren Gebiete (Kathepsin) die Ansaétze zu puffern. Die Pufferung 
durch die vorhandenen EiweiBmengen geniigt durchaus. Im schwach 
alkalischen Gebiete (Untersuchungen auf Tryptase) ist die Anwendung 
von Puffern ratsam. Das Fliissigkeitsvolumen wird mit destilliertem Wasser 
auf 46 ccm ergéinzt. Davon werden 10 cem entnommen, von denen zweimal 
4,5cem als sogenannte Nullabnahmen in Glaschen gegeben werden; der 
restliche | cem wird verworfen. Zu dem jetzt 36 cem betragenden Ansatz 
gibt man bei fixierter Zeit 4ccm verdiinnten Enzymextrakt und einige 
Tropfen Toluol. Bei kurz dauernden Versuchen wurden die Systeme und 
Fermentextrakte vor der Mischung getrennt vorgewaérmt. Nach Durch- 
mischen wird das System bel 37° innerhalb der gewiinschten Spaltzeit 
untersucht. 

Schema des Ansatzes: 10 bis 20, meist 

12 cem Substratlésung 

+ «2 ,, Essigsaure (bzw. Natronlauge) n bis n/100 bzw. Puffer 

+ Wasser zu 46 ccm 

— 10cem Entnahmen (zweimal 4,5 cem + 1) 


+ 4 ,, Extraktverdiinnung. 


Reaktionsvolumen = 40 ccm. 


Die Abnahmen: In bestimmten Zeitpunkten werden je zweimal 5 ccm 
aus dem Ansatz entnommen. Die Entnahmen werden in Reagenzglasern 
vorbehandelt und mit einem Triibungsmittel versetzt. Nach bestimmter 
Zeit wird gegen die Nullabnahmen verglichen, die ebenso behandelt wurden. 
Zuvor wurden die letzteren, um stofflich und auch hinsichtlich der Farbung 
gleiche Bedingungen zu erzielen, mit 0,5cem der angewandten Ferment- 
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lésung auf 5cem ergénzt. Da das System sofort einer Triibungsreaktion 
unterworfen wird, die Messung in der Kalte und innerhalb kurzer Zeit 
erfolgt, kommt eine fermentative Wirkung in diesem System nachtraglich 
nicht in Frage. Die Vorbehandlung fiir die Triibung besteht im allgemeinen 
in einem Unterbrechen der Spaltung (Aufkochen, py-Anderung usw.) und 
Puffern auf bestimmten pq, wie er fiir die optische Analyse jeweils notwendig 
ist. Sodann wird die Mischung auf ein bestimmtes Volumen (meist 20 bis 
25cem) gebracht und nephelometrisch (oder in Spezialfallen im Kolori- 
meter, s. Gelatinemethode) untersucht. 

In dem restlichen Teil des Ansatzes wird der py bestimmt. 

Fiir Versuche, die nicht innerhalb kurzer Zeiten (z. B. einiger Stunden) 
durchgefiihrt werden konnten und bei denen mehrere Abnahmen innerhalb 
der Spaltzeit notwendig waren, wurden die Abnahmen nicht gemeinsam 
am Ende der Spaltung, sondern stets gleich nach der Abnahme analysiert. 
Es ist dies nicht notwendig, aber in speziellen Fallen, in denen Veranderungen 
eintreten kénnen, zweckméBig. Es wird hierfiir der Ansatz in doppelten 
Volumen hergestellt und aus ihm vier Nullabnahmen entnommen, die 
dann als Standard fiir die verschiedenen Spaltabnahmen jeweils benutzt 
werden. Statt dessen kann man auch gegen eine Nullabnahme den Triibungs- 
standard nach Kleinmann (Schmidt und Haensch, Berlin) einstellen und 
diesen noch fiir den ganzen Versuch gebrauchen. 

Die Messung: Bestimmte Zeit nach Hinzufiigen des Triibungsreagenses 
werden zunachst die beiden Nullabnahmen verglichen. Danach wird eine 
der beiden Nullabnahmen als Standard (100°, EiweiB) angenommen und die 
Spaltabnahmen gegen diese verglichen. Die Berechnung geschieht nach 
der Beziehung: x a.100/b, wobei a das Mittel aus den Héhen der ver- 
glichenen Nullabnahmen (Vergleichslésung oder Standard, z. B. 20 mm), 
b die gefundene Héhe der unbekannten Triibung und 2 die gesuchte EiweiB- 
konzentration (in Prozenten) bedeuten. 

Die Resultate werden nicht in EiweiBkonzentration (x), sondern in 
Prozent-Spaltung (d.h. 100 x) angegeben. 

Der Abbau des EigeneiweiBes der Fermentlésungen ist bei den hohen 
Verdiinnungsgraden derselben zu vernachlassigen (zum Teil wird das Eigen- 
eiweiB durch die Triibungsreaktion gar nicht erfaBts so daB analytisch allein 
der Abbau des zugefiigten Substrats zur Messung kommt). 


Spezielle Methodenangaben. 
Substrat: Casein. 


Methode: Als Substrat dient Caseinlésung; die Abnahmen der Casein- 
ansatze werden neutralisiert, gepuffert und mit Chinidinhydrochlorid 
getriibt. 

Reagenzien: Casein: 0,25 °,ige wasserige Lésung (2,5g Casein ,,Hammar- 
sten’’ und 6cem n Natronlauge im Liter; m/15 Phosphatpuffer und Essig- 
sdure verschiedener Normalitaét zur Einstellung.der py; Natronlauge zum 
Neutralisieren der Abnahmen, Vorlagepuffer (m/15 Phosphat puffer, px 7,8); 
Chinidinh ydrochloridlésung (warm gesattigt ) schwach sauer (E. Zimmer & Co., 
Frankfurt a. M.)! 


1 Wir danken der Firma E£. Zimmer & Co. fiir die freundliche Uber- 
lassung des Praéparates. 
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Ansatz: 12cem Caseinlésung (0,25°,ig) + Essigsiure (z. B. 5 cem 
n-Essigséure fiir py etwa 3 oder m/15 Phosphatpuffer + Wasser zu 46 cem. 
Die Ansaétze bleiben je nach dem gewiinschten px klar, triibe oder geflockt. 
Im letzteren Falle muB vor den Abnahmen gut geschiittelt werden, wodurch 
die Verteilung stets eine homogene wird. Bei den Caseinansétzen kann 
es, abgesehen im px etwa 4, wo das Casein an seinem isoelektrischen Punkte 
ausflockt, auch bei pq etwa 7 zu einer Flockung kommen. Dieselbe scheint 
auf der Wirkung des Eiweibes der Fermentextrakte auf das Casein zu 
beruhen, denn sie ist hauptséchlich nur bei Anwendung wenig verdiinnter 
oder stark bluthaltiger Extrakte zu beobachten. Da diese Flockung sich 
schlecht wieder lést (z. B. durch Alkali), kénnen daher bei py etwa 7 bei 
den genannten Extrakten methodische UnregelmaéBigkeiten entstehen. 
Es empfiehlt sich dann ein Arbeiten mit starker verdiinnten Extrakten 
bzw. Kontrolle dieses pu-Punktes auch durch ein anderes Substrat. 


Abnahmen: Diese werden neutralisiert, um die Spaltung zu unter- 
brechen, und zwar mit Natronlauge (n bis n/100), je nach dem py des 
Systems. Es sollen nicht mehr als 5ccm verwandt werden. Es ist soviel 
Lauge hinzuzusetzen, bis die Triibung oder die sich durch den Laugen- 
zusatz triibende Lésung gerade wieder klar geworden ist. 

Die Lésungen werden mit Wasser auf 10 ccm ergénzt, mit 5 ccm 
Vorlagepuffer und 7,5 cem Chinidinlésung versetzt. Die nephelometrische 
Messung erfolgt 20 Minuten nach der Chinidinzugabe mittels des Nephelo- 
meters von Schmidt und Haensch (Berlin). Die Triibung ist besténdig 
und gut meBbar. In den Nullabnahmen sind etwa 3 mg Casein enthalten. 
Nur Ausschlige iiber 5° (etwa dreifacher nephelometrischer Fehler) 
werden zur Analyse bewertet. 


Substrat: Gelatine. 
a) Nephelometrische Methode. 


Methode: Als Substrat dient Gelatinelésung. Abnahmen und Null- 
abnahmen der Gelatineansaétze (nach Kleinmann und Stern) werden nach 
Triibung mittels Sulfosalicylsiure nephelometrisch verglichen. 

Reagenzien: Gelatithe: 1° ,ige wasserige Lésung von Gelatine alba, 
pulverisiert, D.A . B. 6 (jedesmal frisch bei 37° zu lésen). Phosphatpuffer 
(m/15) oder Essigsiure bzw. Natronlauge verschiedener Normalitéten zur 
Einstellung der py. Sulfosalicylsdure, 20°.ige, wasserige Lésung. 

Ansatz: Es werden z. B. 12cem Gelatinelésung (1° ig) mit « cem 
m/15 Phosphatpuffer oder Séure bzw. Lauge (z. B. 1.3 bis 1,5 cem m/100 
Essigséure fiir pa etwa 4) und Wasser zu 46 ccm versetzt. 

Menge der Abnahme (s. Allgemeine Vorschrift, S. 118). 

Abnahmen: In alle Abnahmen werden 11! cem destillierten Wassers und 
4cem Sulfosalicylséure gegeben. 

Ein Aziditaétsausgleich ist infolge der groBen Sulfosalicylsiuremengen 
iiberfliissig. 

Der friiher verwandte Zusatz von Salzséiure wurde nicht mehr ge- 
nommen. 


Die Anséuerung geniigt auch zur Unterbrechung der Spaltung. 
gz £ I 


Nach genau 5 Minuten werden die Triibungen im Nephelometer ver- 
glichen. 
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Die Haltbarkeit der Triibung ist gering, aber im sauren Gebiet durchaus 
ausreichend. Parallelbestimmungen sind unumgénglich notwendig. 

Messung: Bei Einhaltung aller Bedingungen stimmen die Parallelen 
praktisch iiberein; man erhalt brauchbare, jedoch nicht immer absolut 
exakte RKesultate. Die Werte einer Verdiinnungseichkurve (s. Abb. 1) 
weichen um ein Geringes (etwa 5 bis 10°,) von der Theorie ab (umgekehrte 
Proportionalitaét zwischen Schichthéhe und Konzentration) und sind der 
Messung zugrunde zu legen. Der Ejiweibgehalt in 5cem Nullabnahme 
betragt 12mg Gelatine. Erst Aufspaltungen iiber 10°, EiweiB wurden 
analytisch bewertet. 
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Abb. 1*. Abb. 2. 
Gelatine-Eichkurve (nephelometrisch). Gelatine-Eichkurve (kolorimetrisch). 


b) Kolorimetrische Methode. 

Methode: Die nephelometrische Methode zeigt den bereits von Klein- 
mann und Stern angegebenen Nachteil, daB bei Gelatine im (Ciebiet unter 
pu etwa 6 Anomalien auftreten. Von Parallelen werden die Triibungen 
mitunter verschieden stark geflockt; vor allem zeigten die Lésungen 
mitunter mit bloBem Auge betrachtet deutliche Triibungsabnahmen, 


ohne das eine solche im WNephelometer zu beobachten war. Es 
muB sich hier um eine Kompensation von Konzentrationsabnahmen 
und Teilchengr68enénderung handeln. Aus diesem Grunde zeigte es sich 


als vorteilhafter, fiir die Vergleichung die Betrachtung im Kolorimeter 
vorzunehmen, da hierbei die beobachteten Anomalien nicht 


so stérend 
auftraten. 


Es war jedoch notwendig, auch bei kolorimetrischer Betrachtung 
Eichkurven anzulegen. Dieselben wurden fiir py 4, 6, 7. 8, 9 und 10 her- 
gestellt, da die Abweichungen der Eichkurve von der theoretischen mit der 
Aziditaét etwas variieren. Mittels solcher Kurven ist aber dann die Spaltung 
mit ausreichender Genauigkeit verfolgbar (vgl. hierzu als Beispiel die Eich- 
kurve fiir py 4, Abb. 2). 


Substrat: Edestin. 
Methode: “Entsprechend einer Vorschrift von K.G. Stern (34) wird 
eine Edestinlésung auf einen bestimmten px gebracht und bei 37° der 
enzymatischen Einwirkung iiberlassen. Die Abnahmen werden, so weit sie 


* In den Abbildungen ist das Wort ,,Gelatinspaltung*: durch ,,Ge- 
latinespaltung** zu ersetzen. 
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in alkalischen Gebiet getriibt sind, durch Saéurezusatz in klare Loésungen 
gebracht und mittels Sulfosalicylséure getriibt. Die Triibungen werden 
im Nephelometer untersucht. 


Reagenzien: Edestin: In 1000 cem 0,03 n Salzsiure wird 1 g Edestin- 
pulver bei etwa 80° gelést. Die Lésung wird ebenso wie vor jedesmaligem 
Gebrauch filtriert und unter Toluol im Kiihlschrank aufbewahrt. Ldésungen 
zur Einstellung der Aziditdten. Putfer (z. B. m/15 Phosphat), Salzséure 
und Natronlauge verschiedener Konzentrationen n/1l bis n/100. Salzsdure, 
zur Klaérung der Abnahmen (n bis n/10).  Sulfosalicylsdure, 20° ige, 
wasserige Loésung. 


Bestimmung: 20 cem der Edestinlésung werden mit n/10 Natronlauge 
(z. B. 6cem) neutralisiert und mit m/15 Phosphatpuffer (oder Saéure bzw. 
Lauge) auf 46ccm gebracht. Wie iiblich werden 10 cem fiir Nullabnahmen 
entnommen. Die Ans&étze werden mit 4cem Extraktverdiinnung bei 37° 
der Fermentwirkung unterworfen. Fiir die Einstellung der sauren px wird 
die saure Edestinl6sung nicht vollstandig mit Natronlauge neutralisiert, 
sondern der Séureiiberschu8 nur annéhernd zu dem gewiinschten py ab- 
gestumpft, worauf die Ansétze dann mit m/15 primaéren Phosphats auf 
das Reaktionsvolumen bzw. auch auf den endgiiltigen pq gebracht. Im 
Gebiet zwischen px 7 und 9 sind die Ansatze stark geflockt. Die Abnahmen 
nach der Reaktion sowie die mit Extraktverdiinnung auf 5 ccm erganzten 
Nullabnahmen werden, wenn nétig, mit n/10 Salzséure in Lésung und 
mit Wasser auf 16cem gebracht. Endlich wird mit 4ccm Sulfosalicyl- 
siure getriibt und unmittelbar darauf die Messung vorgenommen. 

Fiir die Messung ist vorherige sorgfaltige Durchmischung unbedingt 
notwendig. Man erhalt gut meBbare und innerhalb des iiblichen nephelo- 
metrischen Fehlers itibereinstimmende Triibungswerte. 


Substrat: Serumalbumin. 


Methode: Nach der etwas abgeiéinderten Methode von Kleinmann 
wird Serumalbumin im iiblichen nephelometrischen Ansatz der enzymati- 
schen Einwirkung ausgesetzt und Null- und Endabnahmen nach etwa 
48 Stunden untersucht. Mit Sulfosalicylsaure erzeugte Triibungen, die durch 
Salzséure stabilisiert wurden, wurden nephelometrisch gemessen. 


Reagenzien: Serumalbumin. WHergestellt aus Pferdeserum durch Aus- 
salzen des Globulins mittels gesaéttigter Ammonsulfatlésung und Dialysieren 
gegen flieBendes Wasser bis zur Salzfreiheit. Aufbewahrung unter Toluol. 
Zum Gebrauch wird um das Zwei- bis Zehnfache verdiinnt und eventuell 
zentrifugiert. Hssigsdure und Natronlauge versehiedener Normalitaét zur 
Aziditatseinstellung. Salzsdure, 25°,ige, wasserige Lésung. Sulfosalicyl- 
sdure, 20° ige, wasserige Lésung. 


Ansatz: 12cem einer Albuminverdiinnung |: 3 (mit Wasser) werden 
z. B. mit 0,2 cem n Essigsaure (fiir py etwa 4) und Wasser zu 46 ccm versetzt. 
Nullabnahmen usw. wie bei den anderen Substraten. 


Messung: Zu den Abnahmen werden 5cem Wasser, 5 ccm Salzséure 
und 7,5 cem Sulfosalicylsiure gegeben. Nach 5 Minuten kann die Triibung 
nephelometrisch untersucht werden. Die Triibungen lassen sich gut ver- 
gleichen und sind haltbarer als die Gelatinetriibungen. Nur Aufspaltungen 
iiber 5°, werden als sicher bewertet. 
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Substrat: EigeneiweiB der Fermentlésung (Glycerinextrakt ). 

Methode: Gilycerinexrakt, der weit weniger verdiinnt wird als bei 
Zugabe eines fremden Substrats, d.h. nur so weit, daB sein EigeneiweiBb- 
gehalt als Substrat gut meBbar ist, wird mittels Puffer auf einen bestimmten 
Pu gebracht. Nach Spaltung bei 37° werden Abnahmen gemacht. Die 
Triibung geschieht mittels Sulfosalicylsiure nach Stabilisierung durch 
Salzsaure. 

Die Messung geschieht im Nephelometer. 


Reagenzien: Pufferlésungen (z. B. m/15 Phosphatpuffer) und Salzsdure 
sowie Natronlauge zur Einstellung der py. Sulfosalicylsdure (wisserige 
Lésung, 20°, ig). Salzsdure (25°, ig) zur Stabilisierung. 


Bestimmung: Von 28ecem m/15 Phosphatpuffer (bzw. Gemisch eines 
solchen mit Saéure oder Lauge) werden 10 cem fiir die beiden tiblichen 
Nullabnahmen von je 4,5cem entnommen. Zu den vorgewaérmten rest- 
lichen 18 cem werden 2 ccm Fermentextrakt (meist 1 : 2 bis 1: 5 mit Wasser 
verdiinnt) und etwas Toluol gegeben. 

Nach einer Spaltzeit von 1 bis 24 Stunden werden Abnahmen von 
5eem gemacht. Die Nullabnahmen werden mit der auf Eis aufbewahrten 
Fermentlésung auf 5cem erganzt. Alle Abnahmen werden mit 5 ccm 
Wasser, 5ccm Salzséure (25°,ig) und 7cem Sulfosalicylséure versetzt ; 
die recht gut haltbaren Triibungen werden nach einigen Minuten nephelo- 
metrisch gemessen. Die Parallelen stimmen gut iiberein. Vorteilhaft 
erscheint es, Salzsiure und Triibungsmittel vor der Zugabe zu vermischen 
und gemeinsam anzuwenden. 


Substrat: Menschliches Organeiweif. 

Herstellung der Eiweiflésung. Da auch einige Versuche bei Anwendung 
von Eiwei8B menschlicher Organe als Substrat vorgenommen wurden, soll 
kurz die Herstellung der Substratlésungen und die MeBmethodik be- 
schrieben werden. 

Benutzt wurden EiweiS8lésungen aus Leber und Muskel (quergestreift). 

Die Herstellung der Lésungen geschah entsprechend einer Vorschrift 
von J. Pohl (35). Die Organe wurden sorgfaltig durch Ausspiilen mittels 
physiologischer Kochsalzlésung entblutet (z. B. bei der Leber riicklaufig 
von der Vena cava aus) und durchspiilt, bis das Spiilwasser klar durchlief ; 
Muskulatur wird nach gutem Zerkleinern wiederholt ausgespiilt. 

Die Organe wurden dann gut zerkleinert; eine bestimmte Menge 
des Organbreies (z. B. bei Leber 0,5 kg) wurde mit der dreifachen Menge 
physiologischer Kochsalzlésung durchriihrt, mit Toluol konserviert und 
unter 6fterem Durchmischen 24 Stunden im Eisschrank gehalten. Nach 
dieser Zeit wurde fiitriert und das Filtrat solange auf das Filter zuriick- 
gegeben, bis eine klare, gelbe, serumartige Lésung resultierte. Diese L6- 
sungen sind nur einige Wochen haltbar. ts 


Ansdtze und Abnahmen: Fiir die nephelometrischen Ansaétze wurden 
diese EiweiBlésungen mit Kochsalzlésung (0,8°,ig) im Verhaltnis 1: 3 
verdiinnt und 12 cem davon mit Essigséure bzw. Natronlauge fiir die Ein- 
stellung der pu versetzt und mit Kochsalzlésung auf ein Volumen von 
46 ccm gebracht. Die sauren Ansétze sind je nach Aziditat mehr oder weniger 
stark getriibt. Ebenso wie bei den anderen Substraten wurden Nullabnahmen 
und nach gewiinschten Zeiten (meist 24 Stunden) Abnahmen gemacht. 
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Ahnlich wie bei den Caseinversuchen wurden die Abnahmen bis zur 
Klarheit mit Natronlauge versetzt und mit Kochsalzlésung auf 10 ccm 
gebracht. Mit 10 cem einer Mischung von Salzséure (25°,ig) und Sulfo- 
salicylsaure (20° ig) im Verhaéltnis |: 1 wurden die Triibungen hergestellt, 
die sich mindestens 10 Minuten homogen halten und gut nephelometrisch 
untersuchen lassen. Bei einer Eichkurve entsprechen die gefundenen Werte 


0 


ziemlich gut den theoretischen. Nur Zuwichse tiber 5°, gelten als sicher. 


Bestimmung der Proteinasen nach Waldschmidt-Leitz (7). 


Entsprechend den Arbeiten von Waldschmidt-Leitz sowie Kleinmann 
und Stern wurde die proteolytische Wirksamkeit durch Bestimmung der 
frei gelegten Aminogruppen nach van Slyke ermittelt. 

Als Substrat wurde Gelatine benutzt. Fiir die Spaltung wurde eine 
Zeit von 24 Stunden und eine Temperatur von 37° (gréBere Ausschlage) 
gewahit. Da der Berechnung von Waldschmidt-Leitz eine Temperatur 
von 30° zugrunde liegt, muBten die gefundenen Zahlen durch einen 
Temperaturkoeffizienten dividiert werden. 

Ausfithrung der Bestimmung: Der Ansatz enthielt in 20 cem Volumen 
10 cem Glycerinextrakt, 5cem Gelatine (8°,ig) und zur Einstellung der 
Aziditat entsprechende Mengen Séure, oder Puffer. Aufgefiillt auf das 
obige Volumen wurde mit Wasser oder bei den Aktivierungsversuchen mit 
Schwefelwasserstoffwasser (2 mg H,8/1 ccm) meist 4cem. (Durch 
4ccem H,S-Wasser waren die Extrakte bei den gewahlten Bedingungen 
voll aktiviert; Einleiten von H,S in die Ansétze veranlaBte keine gréBeren 
Ausschlage. ) 

Die Glycerinkonzentration der Ansaétze war vorschriftsmaBig rund 35°,. 

Aus den Ansaétzen wurden bestimmte Mengen (1 bis 2 ccm) entnommen 
und in dem Apparat von van Slyke (Mikroausfiihrung, Zugabebiirette 2 ccm, 
Gasbiirette 3ccm Inhalt) nach 5 Minuten dauerndem Schiitteln (langeres 
Schiitteln zeigte sich ohne EinfluB8) untersucht. Die Ansaétze wurden mit 
einigen Tropfen Toluol konserviert, der fermentativen Einwirkung tiber- 
lassen und dann analog Endabnahmen untersucht. Sowohl bei der Be- 
stimmung der Anfangsabnahmen als auch bei den Endabnahmen wurden 
Leerbestimmungen (Wasser statt Substrat) ausgefiihrt. 

Ebenso wie bei den Ansétzen wurde auch hier in Parallelen gearbeitet. 

Ferner wurden einige Versuche iiber EigeneiweiBabbau angestellt. 

Bei jedem Versuch wurden ferner gemessen: pq des Ansatzes, Zimmer- 
temperatur und der herrschende Luftdruck. 


b) Ereptase (Dipeptidase). 

Die Bestimmung von Erepsin geschah in Ergénzung der Arbeiten 
von Kleinmann und Stern (7), die nach der Methode von Waldschmidt-Leitz 
gearbeitet ‘iaben, nach der empfindlicheren Methode von Linderstrém- 
Lang (36) durch Titration der gebildeten Aminogruppen mit n/20 Salzséure. 

Das Substrat wird in Stammlésungen von bestimmten px _ bereit- 
gehalten. Zur Anwendung gelangten die beiden Dipeptide Leucyl-Glycin 
und Glycyl-Glycin in Phosphatpuffer (pq 7) oder in Ammonchlorid-Ammo- 
niaklésung (pu 8) (Konzentration 0,2 mol.). 

Die Einstellung der Aziditaét geschah mittels m/15 Phosphat- oder 
Boratpuffer. Vorversuche konnten bestaétigend zeigen, daB die Art des 
Puffers das Titrationsergebnis nicht andert. 














Tierische Gewebsproteasen. III. 125 


Die Messung der px erfolgte kolorimetrisch bei Zimmertemperatur. 

Fiir die Ans&étze werden l ccm Stammlésung mit 1.5cem Puffer, 
1,5cem Glycerin-Wasser gemischt (30°, Glycerin) und 1 cem Ferment- 
lésung (1:2) auf ein Volumen von 5cem gebracht. Alle Lésungen wurden 
bei der Reaktionstemperatur von 37° vorgewaérmt. 

Vor und nach einer Spaltzeit von 15 Stunden werden je 2 cem ent- 
nommen. Sie werden mit 20cem Aceton und 4ccem n/20 alkoholischer 
Salzséiure sistiert und, um Ausfallungen zu verhindern, noch mit 3 cem 
Wasser versetzt. 

Die Titration geschah mittels n/20 alkoholischer Salzséure gegen 
Naphthylrot als Indikator. Es wurden durchschnittlich 2 bis 3 cem Salz- 
siure verbraucht. 

Der nach den Abnahmen verbliebene 1 cem wird zur Messung des px 
mit Wasser auf 2 ccm verdiinnt. 


3. Reinigungsmethoden und Konzentrationsbestimmung. 
a) Reinigung. 

Um zu untersuchen, ob die Reinigung der Carcinomextrakte und 
somit die Trennung von Protease und Ereptase Resultate gibt, die denen 
der Milzextrakte, wie sie Kleinmann und Stern (7) erhielten, entsprechen, 
wurden die Rohextrakte nach den Vorschriften dieser Autoren weiter 
behandelt, die sich an die Methode der -Adsorption und Elution von Wald- 
schmidt-Leitz und Deutsch anlehnen (6). 

Als Adsorbens wurde Edelkaolin benutzt, das nach der Vorschrift 
von Willstdtter und Schneider (37) durch Behandlung mit Salzséure gereinigt 
wurde. 

Als Eluens wird meist 1°,iges, sekundéres Natriumphosphat 
(Na,H PO, wasserige Lésung ohne Glycerin) angewandt. In besonderen 
Fallen (Trockenriickstandsbestimmungen in den Eluaten) kam auch ver- 
diinnte Ammoniaklésung zur Elution in Anwendung. 

Arbeitsgang: Normalrohauszug wird mit Eisessig auf py 4 gebracht 
und mit dem gleichen Volumen wasseriger Kaolinsuspension (2,2 g Kaolin 
in 30cem) vermischt und nach einigen Minuten zentrifugiert. Die Rest- 
l6sung der Adsorption wird noch einmal mit der gleichen Kaolinmenge 
versetzt und wieder zentrifugiert (in den gleichen Glaésern). Die nun er- 
haltene Restlésung wird so (als dreifache Verdiinnung des Rohextrakt- 
volumens) in die nephelometrischen Ansétze gegeben oder verworfen. 
(Eventuell wurde noch ein zweites Eluat gewonnen.) 

Die Adsorbate werden vereinigt und mit etwas Leitfahigkeitswasser 
gewaschen. Nach Zentrifugieren wird das Adsorbat mit der gleichen Menge 
Eluens durchschlemmt, wie man Rohextrakt angewandt hat und abermals 
nach einigen Minuten zentrifugiert. 

Das erhaltene Eluat wird entweder cirekt benutzt oder noch weiter 
gereinigt, indem es wieder auf pq 4 gebracht und mit Adsorbens usw. wie 
oben behandelt wird. 


b) Konzentrationsbestimmung. 


Die Konzentration der Glycerinextrakte und Eluate geschah, sofern 
es sich um Kathepsin handelte, folgendermaBen : 

Rindermilzextrakte werden nach der Methode von Waldschmidt- 
Leitz (6) (van Slyke) untersucht und die Einheiten [mk (e)] berechnet. 
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Gegen solche geeichten Extrakte werden schwachere unbekannte Extrakte 
nephelometrisch verglichen. 

Es werden mit den geeichten Rindermilzextrakten Spaltungen erzeugt 
bei verschiedenen Verdiinnungen und mit den erhaltenen Werten (Kon- 
zentration/Umsatz) Eichkurven angelegt. Das geschieht sowohl gegen 
Gelatine als auch gegen Casein. Aus nephelometrischen Spaltungen un- 
bekannter Extrakte und Eluate kann man mit Hilfe dieser Kurve die den 
Spaltwerten entsprechenden Einheiten ermitteln. Diese Einheiten kann 
man auf die Trockensubstanz der Glycerinextrakte [AK(w)] als auch auf 
die Gewichtseinheit der Frischsubstanz [K,(w)| beziehen. 

In dem Kapitel [IV werden die hier skizzierten Auswertungsmethoden 
eingehend behandelt. 

/11. Qualitativer Vergleich der Tumorproteinasen mit Organproteinasen. 
1. Versuche zur Kinetik der Proteinasen. 
a) Beziehung zwischen Umsatz und Zeit. 

Im folgenden werden Versuche iiber die Gestalt der Zeit-Umsatz- 
kurve angestellt. Und zwar werden Extrakte aus Rindermilz mit 
solchen aus menschlichen Carcinomen verglichen. Die Zeit-Umsatz- 
kurven werden sowohl mit nativen, unaktivierten bzw. nicht voll- 
aktivierten Rohextrakten angestellt, als auch mit durch H,S aktivierten 
Extrakten. Dies bezieht sich auf Kathepsin, da Trypsin nicht durch 
H,8 aktivierbar ist (s. weiter unten). 

Es wird die Wirkung der Extrakte sowohl gegen Casein als auch 
gegen Gelatine dargestellt. 

Substrat: Casein. 

Fiir die meisten der in dieser Arbeit angestellten Versuche wurden 
Spaltzeiten von 20 bis 24 Stunden gewahlt. Dies hatte seinen Grund 
vorziiglich darin, daB beim Arbeiten mit nicht vollaktivierten Extrakten 
bzw. mit aktivierten Extrakten, die wenig Ferment enthielten, aus- 
reichende Substratu msatze (etwa 20 bis 50°) erst nach dieser Versuchs- 
zeit erzielbar waren. Des weiteren machten Hemmungserscheinungen 
bei Anwendung von Fermentextrakten, die weniger als 1 : 10 verdiinnt 
waren, und die auf S. 130* besprochen werden, es ratsam, mit Extrakt- 
verdiinnungen gréBer als 1: 10 zu arbeiten; mit diesen Konzentrationen 
waren aber im allgemeinen eben erst nach 24 Stunden geniigende 
Umsatze erzielt worden. Die Spaltzeiten langer zu wahlen, erscheint 
aus technischen Griinden (bakterielle Zersetzung, sekundiére Reak- 
tionen usw.) nicht ratsam. 

Um nun fiir die Auswertung der verschiedenen Extrakte, wie sie 
fiir den spiateren quantitativen Vergleich notwendig wird, zu wissen, 
welchen Teil der Zeit-Umsatzkurve unter den iiblichen Versuchs- 
bedingungen eine Umsatzmessung nach rund 20 Stunden erfaBt, wurde 


* Siehe hierzu auch die Mitteilung von P. Rona und H. Kleinmann, 
diese Zeitschr. 241, Heft 4/6, 1931. 
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eine Reihe von Messungen innerhalb 20 Stunden mit zwei bis drei Ab- 
nahmen wahrend des Spaltungsverlaufs angestellt. 

Es erschien notwendig, festzustellen, ob der Verlauf der Zeit- 
Umsatzkurve geradlinig oder entsprechend einem anderen bekannten 
Reaktionstyp erfolgt, sowie zu priifen, ob die Spaltung nicht vielleicht 
schon vor der gewahlten Versuchszeit von 20 Stunden zum Stillstand 





Abb. 3. 
Zeit-Umsatzkurve von 
Carcinomextrakt _ bei 
Casein als Substrat 
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gelangt, wodurch quantitative Verschiedenheiten der Extrakte falschlich 
ausgeglichen werden kénnten. Die Versuche 2 bis 4 zeigen Umsiitze 
von Casein durch Carcinomextrakte. Dieselben wurden, da gegen Casein 
keine Aktivierung méglich ist (s. Abschnitt II], 3a, 8. 152), unaktiviert 


benutzt. Die Arbeitsform ist die gleiche wie beim Versuch 2 angegeben. 





GS 


iS 
Ss 


+ 
S 


y Y | Abb. 4. 
er } Zeit-Umsatzkurve von 


Carcinomextrakt bei 
Casein als Substrat. 





Casemspaltung in % 


S) 





0 20 JO 40 SO 

Spaltze/t in Stunden 
Die Versuche 2 und 3 zeigen Umsitze bis zu 20 Stunden, Versuch 4 zeigt 
eine Spaltung bis zu 46 Stunden. Versuche 2 und 4 werden durch die 
Abb. 3 und 4 veranschaulicht. 


Die Versuche zeigen, daB die Spaltung des Caseins waihrend der 
Versuchszeit zunimmt. Die Zunahme ist aber keine gleichmabige. 
Die Umsatze werden vielmehr im Verlauf der Versuchszeit immer 
geringer, so daB die Zeit- Umsatzkurven nach anfanglich starkem Anstieg 
sich immer mehr abflachen. Es ergibt sich somit das Bild eines wihrend 
des Reaktionsverlaufs mit abnehmender Geschwindigkeit sich voll- 
ziehenden Umsatzes. Ob die Geschwindigkeitsabnahme des Umsatzes 
durch Verringerung der Substratmenge oder durch das Auftreten 
hemmender Spaltprodukte bedingt ist, kann nicht entschieden werden. 
Es muB hier auf die Untersuchungen von P. Rona, H. Kleinmann und 
E. Dressler (38) verwiesen werden, die zeigen konnten, daB bei peptischer 
Spaltung unter Anwendung der nephelometrischen Analyse eine 
Hemmungserscheinung durch Spaltprodukte nicht zu beobachten 
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war, wahrend bei der tryptischen Spaltung Hemmungserscheinungen 
durch Spaltprodukte je nach der Art der gewahlten Arbeitsform 
(konzentrierter oder verdiinnter Ansatz) zu erzielen waren oder nicht. 

Fir den vorliegenden Zweck geniigte es, nachzuweisen, daB die 
Form der Zeit-Umsatzkurve die namliche bzw. ahnliche ist wie sie bei 
der Caseinspaltung durch Rindermilzproteinase erhaltlich ist. 

Abb. 5 zeigt das dem Versuch 5 entsprechende Schaubild einer 
Jaseinspaltung durch Rindermilzproteinase. 





Abb. 5. 
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Die Kurven lassen sich nicht gewaltsam in die Form eines einfachen 
algebraischen Ausdrucks zwingen. Berechnet man die Konstanten 
nach den Formeln fiir mono- oder bimolekulare Reaktionen, so findet 
man ein Absinken derselben. Die Zeit-Umsatzkurve paBt sich also 
auch nicht formal diesen Reaktionstypen an. Dagegen bleiben die 
Konstanten annahernd in Ubereinstimmung, wenn man zur Rechnung 
die Schiitzsche Formel x = q.Y\t zugrunde legt. 


Auf 8. 135 ist eine Zusammenstellung der Konstanten fiir die hier 
belegten Versuche gegeben, aus der eine recht gute formale Annaherung 
des Vorgangs an den algebraischen Ausdruck zu beobachten ist. Als ¢ 
sind die Zeiten 5, 10, 15 und 20 Stunden angenommen. Die zugehérigen 
Spaltungen x sind aus den Kurvenbildern entnommen. 


Substrat: Gelatine. 


Ebenso wie vorangehend wurden Zeit-Umsatzkurven mit Gelatine 
als Substrat angestellt. Als Fermentlésungen wurden mit H,S aktivierte 
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Extrakte benutzt, da eine Anzahl Carcinomextrakte ohne Aktivierung 
Gelatine nicht geniigend angreifen (s. Abschnitt 3a, 8. 155). 

Die Versuche 6 und 7 geben die Umsatze mit Carcinomextrakt 
und Rindermilzextrakt (Abb. 6 und 7). Der Umsatz durch Carcinom- 
extrakt betrug nach 27 Stunden 51°,, der Umsatz durch Milzextrakt 
nach 22!'/, Stunden 42°. 

Die beiden Abbildungen zeigen die gleichartige Form der Umsatz- 
kurven von Carcinom- wie von Milzextrakt. Es gilt somit fiir die 
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Gelatinekurven das gleiche, was fiir die Caseinkurven gesagt wurde. 
Auch hier passen sich die Kurven recht gut formal der Schiitzschen 
Regel an (s. S. 135). 


b) Beziehung zwischen Umsatz und Fermentkonzentration. 
Substrat: Casein. 

Da es bei allen Berechnungen not wendig ist, aus Umsatzen Schliisse 
auf Ferment mengen zu ziehen, war es notwendig, die Beziehung zwischen 
Umsatz und Fermentmenge zu priifen. Auch wenn die Eichung einer 
Fermentlésung methodisch an die Erzielung eines bestimmten Umsatzes 
unter gegebenen Versuchsbedingungen gekniipft ist, so daB als end- 
giiltiges MaB die Verdiinnung anzusehen ist, bei der der untersuchte 
Extrakt den geforderten Umsatz liefert, so ist technisch doch nicht 
immer diese VergleichsumsatzgréBe genau zu erreichen. Meist liegt die 
erhaltene Spaltung nur in der Nahe der geforderten, so daB die Be- 
rechnung der Fermentmenge noch eine Korrektur entsprechend den 
verglichenen Umsatzen erhalt. Da die gesuchte und die erhaltene 
Umsatzmenge meist nahe beieinander liegen, so entspricht diese 
Korrektur meist einer proportionalen Beziehung zwischen Umsatz 
und Fermentmenge bei gleicher Umsatzzeit. Trotzdem ist es ndétig, 
die Art der Funktion festzustellen. 

Als erstes Beispiel fiir die Beziehung zwischen Fermentmenge 
und Konzentration diene Versuch 8. 

Zur Spaltung diente ein Milzextrakt der nach der Methode von 
van Slyke entsprechend den Angaben von Waldschmidt-Leitz geeicht 
war. Es wurde gegen Gelatine festgestellt, wie viel kleine Kathepsin- 
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einheiten mk(e) der Extrakt unaktiviert enthielt. Aus diesem Betrag 
[200 bis 210 mk(e), abgerundet] ergeben sich die Kathepsineinheiten 
der bereiteten Extraktverdiinnungen. Es wurden zwolf verschiedene 
Verdiinnungen zur Spaltung benutzt. Der Versuch wird durch Abb. 8 
wiedergegeben. Wie dieselbe zeigt, sind die Umsatze (diese sind bis zu 
2,5 Einheiten unaktiviert) der Fermentmenge recht gut proportional 
(s. auch Versuch 9, Abb. 9). Sodann flacht sich die Kurve stark ab, 
d.h. Zunahme der Fermentmenge bedingt eine immer geringer werdende 
Spaltungszunahme. Mit Fermentmengen iiber 15 mk(e), d.h. mit 
Extraktverdiinnungen, die geringer sind als 1: 15, scheint der Umsatz 


oe e 70 7 a2 
mk le) unaktiv{(W-L) mle) unaktiv 


J 
J 
Abb. 8. Abb. 9. 
Konzentrationsumsatzkurve von Rindermilz- Konzentrationsumsatzkurve 
extrakt bei Casein als Substrat. von Rindermilzextrakt bei 
Casein als Substrat. 
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sogar wieder zuriickzugehen. Diese Erscheinung, die bei zahlreichen 
Extrakten beobachtet wurde, ist vielleicht so zu deuten, daB in Ferment- 
ausziigen, die weniger als 1 : 10 bis 1 : 15 verdiinnt sind, sich Begleitstoffe 
bemerkbar machen. 

Aus diesem Grunde wurde auch niemals bei Versuchen mit Ka- 
thepsin mit geringeren Verdiinnungen als 1: 10 gearbeitet. Auch der 
Versuch 10 zeigt, daB bei geringen Umsitzen eine geniigende Propor- 
tionalitat zwischen Umsatz und Fermentmenge vorhanden ist. 
Nunmehr wurden gleichartige Versuche mit Carcinomextrakten an- 
gestellt. Die Versuche 11 und 12 geben Spaltungen mit (unaktivierten) 
Carcinomextrakten in Verdiinnungen zwischen 1: 15 bis 1: 100, also 
Konzentrationen, die den Milzextrakten entsprechen. 

Die Versuche zeigen, daB bei groBen Verdiinnungen der Ferment- 
extrakte (Verdiinnung 1:50 bis 1: 100, Umsitze bis etwa 20°) der 
Umsatz der Fermentmenge mit einem kleinen Fehler direkt propor- 
tional gesetzt werden kann. 

Bei gréBeren Umsiitzen nimmt der Umsatz im Verhiltnis zur 
Fermentmenge rasch ab. 
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Substrat: Gelatine. 

Ganz ahnlich wie bei Casein liegen die Versuchsergebnisse bei 
Anwendung von Gelatine als Substrat. Die Versuche 13 und 14 zeigen 
Spaltungen von mit H,S aktivierten Rindermilzextrakten gegen 
Gelatine. Abb. 10 zeigt Versuch 14. Da die Umsitze bis zu 80 und 
90°, hinaufreichen, sieht man wie beim Casein, daB mit steigender 
Fermentmenge die Umsatzzunahme abnimmt, daB also eine sich 
abflachende Kurve resultiert. Weiter sieht man aber auch, daB bis 
zu Umsatzen von 30 bis 40° die Kurve als praktisch geradlinig an- 
gesehen werden kann. D.h. auch hier kann im Beginn der Spaltung 
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* Die Angabe mk(e) nezieht sich hier auf den noch unaktivierten Extrakt und dient 
somit nur als relativer Mafstab. 
Abb. 10. 


Konzentrationsumsatzkurve von Rindermilzextrakt bei Gelatine als Substrat. 
die Fermentmenge dem Umsatz annihernd proportional gesetzt werden. 
DaB anscheinend so geringe Fermentmengen [zwischen 0,1 und 
1 mk(e), unaktiviert] so starke Umsitze bedingen, beruht auf der 
starkeren Aktivierbarkeit der verdiinnteren Extrakte (hieriiber siehe 
S. 159). Versuch 15 (Abb. 11) mit unaktiviertem Milzextrakt zeigt bis zu 
40°, eine ausgezeichnete Proportionalitat zwischen Fermentmenge und 
Umsatz, doch ist ein solches Verhalten nicht immer zu beobachten. 
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Abb. 11. 
Konzentrationsumsatzkurve von Rindermilzextrakt bei Gelatine als Substrat. 
Ebenso wie Milzextrakt verhalt sich auch Carcinomextrakt. 
Versuch 16 (Aktivierung mit H,S) zeigt Proportionalitat im Beginn 
der Spaltung (bis zu etwa 20°). 
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Zusammenfassend ist also zu sagen, dab die Beziehung zwischen 
Umsatz und Fermentkonzentration keineswegs einer einfachen Pro- 
portionalitét entspricht. Sowohl gegen Casein als auch gegen Gelatine 
als Substrat zeigt sich eine relative Verminderung des Umsatzes bei 
zunehmender Fermentmenge. Dagegen macht man praktisch nur einen 
geringen Fehler, wenn man den Anfangsteil der Kurve benutzt, d. h. mit 
geringen Umsitzen arbeitet und innerhalb dieser Proportionalitat 
Fermentmenge und Um:atz zugrunde legt. 

Zur Kinetik der Proteinase bei pu 8 (Tryptase) sind einige Versuche 
mit Casein als Substrat angestellt worden. Bei Gelatine sind bei diesem 
pu die Spaltwerte fiir diese Zwecke nicht zuverlissig genug. Der Ver- 
such 17 beschreibt das Verhaltnis zwischen Umsatz und Umsatzzcit. 


Die Werte ergeben eine Kurve, die in Abb. 12 wiedergegeben ist. Aus 
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Spaltzert in Stunden 
dieser Kurve kann man ersehen, daB in den Anfangszeiten der An- 
stieg ziemlich gleichmaBig und proportional der Zeit erfolgt (bis 
24 Stunden), dann aber sich allmahlich abilacht und die Zuwachse 
der Spaltung nur mehr langsram den Zuwachsen der Zeit folgen. 
Die Kurve ahnelt den aus der Literatur bekannten fiir die Tryptasce. 
Jedenfalls scheint, wenigstens in den Anfangszeiten, die Schiitzsche 
Regel nicht zu gelten. Das Verhaltnis ,,Konzentration — Um- 
satz‘‘ wurde im Versuch 18 studiert. Man erkennt daraus, daB mit 
steigender Verdiinnung die Caseinaufspaltung rasch abnimmt und 
da®B bei fermentaérmeren Extrakten (z. B. viele Tumoren, Muskel usw.) 
bei den iiblichen Verdiinnungen fiir das Kathepsinstadium eine 
Tryptasewirkung kaum zu erwarten ist, was mit den Beobachtungen 
iibereinstimmt. 

Versuchsprotokolle. 
Beispiel fiir die Gewinnung eines Glycerinextraktes. 
Versuch 1 ( Protokoli 124). 
Herstellung von Carcinomextrakt VII. 
Ein Mammacarcinom wurde sofort nach der Operation von allem um- 
gebenden Gewebe, Blut und Fett befreit, mit physiologischer Kochsalz- 
lésung abgespiilt und zwischen Filtrierpapier abgetrocknet. Im Latapi 
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wurde nun die vorher grob zerkleinerte Masse zerquetscht und zerrieben. 
Die 13.3g betragende Masse wurde mit der doppelten Gewichtsmenge 
Glycerin (87°) verriihrt und durch Zusatz von 0.6 ccm n Essigséure auf 
einen Essigséuregehalt von etwa 0,15°, (auf die Glycerinmenge bezogen) 


gebracht. Das 40g wiegende .Gemisch. wurde im Brutschrank bei 37° 
4 Stunden unter 6fterem Umschiitteln digeriert und nach dieser Zeit auf 


on 


ein Faltenfilter gegeben. Nach 2 Tagen wurde ein Filtrat von 26.9 g erhalten. 
eee x 


Der Auszug war fast klar und von nur leicht gelblicher Farbung. 


Versuche zur Kinetik der Proteinasen, 
a) Beziehung zwischen Umsatz und Zeit. 
Versuch 2 (Protokoll 22). 


Carcinomextrakt I, verdiinnt 1: 15, gegen Casein bei pu 3.8. Spaltzeit 
8 und 20 Stunden bei 37° 


oO 


Ansdtze: 12ccm Casein (0,25°,) + 0.75 cem n Essigsaure + Aqua 
dest. zu 46. Davon entnommen 10 ccm (zweimal 4,5 cem fiir Nullabnahmen 
und lecem verworfen). Zu den restlichen 36 ccm des Angatzes kommen 
4cem Fermentverdiinnung |: 15. Ansatz und Nullabnahmen werden 
8 bzw. 20 Stunden bei 37° im Brutschrank gehalten. Nach diesen Zeiten 
erfolgen die Abnahmen. Diese werden mit Extraktverdiinnung zu 5 cem 
erganzt. Zu allen Abnahmen und Nullabnahmen werden gegeben: 0,75 cem 
n/10 NaOH (zur Neutralisation) und Wasser zu 10 cem + Vorlage- 
puffer (px 7,4) sec./prim. Phosphat m/15 (45 + 5), 5cem + Chinidin (als 
Triibungsreagens) 7,5cem. Nach 20 Minuten wird nephelometrisch unter- 
sucht. 
Spaltung in Prozenten (Mittelwerte): 
i ae cs a oe es ce a se ER SO 

22 


é - ae ee a a ee ee 


Versuch 3 (Protokoll 24a). 
Carcinomextrakt I, verdiinnt 1:10 gegen Casein bei pu 6. Spaltzeit 
10 und 20 Stunden. 


Ansaétze und Abnahmen wie zuvor. Sauremengen fiir pH = 6.1: 
3,5ceem n/50 Essigséure. 


Spaltung in Prozenten (Mittelwerte): 


nee Ge Bees. 6 «oa ee a ee es ee Oe 
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Versuch 4 (Protokoll 24b). 


Carcinomextrakt I, verdiinnt 1:10 gegen Casein bei px = 3,1 bei drei 
verschiedenen Spaltzeiten. 


Ansaétze und Abnahmen wie iiblich. Sauremengen fiir pa = 3.1: 
3,5cem n Essigsaéure. 
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Spaltung in Prozenten (Mittelwerte): 


Ot Pee as ce et we ee ew se we OS 
24 a a pe ee ae ae 
46 se iw gers fre Giesee ww 1. 


Versuch 5 (Protokoll 115). 


Milzextrakt # II, verdiinnt 1 : 50 gegen Casein bei px 3. Spaltzeit 3, 10 und 
24 Stunden. Temperatur 37°. 





Ansatz und MeBmethodik wie bei den vorigen Versuchen. 





°/9 Spaltung bei 


Ansatz ————— a 
3 Std. 10 Std. 24 Std. 
I 21,5 45.6 55,7 
Il 21,3 44.2 55.9 
Ill 23,1 46,1 54.5 
: IV 43,5 __ 587 
Mittel 22.6 45 54 


Versuch 6 (Protokoll 149). 
) 


Carcinomextrakt VII, verdiinnt 1:30 bei verschiedenen Spaltzeiten mit 
H,S gegen Gelatine bei pu 4. 


Ubliche Ansatze, aber in doppeltem Volumen (Doppelansétze siehe 
Methodik). 20°, der Extraktverdiinnung sind gesiéttigtes Schwefelwasser- 








stoffwasser. 
: °/> Spaltung bei 
: Ansatz “= 
; 6 Std. 26 Std. 
I 26 27 
bi II 27 51 


Die Werte sind nach einer Eichkurve erhéht und abgerundet. 


2 = cha OS STL 
ew 


Versuch 7 (Protokoll 118). 


Milzextrakt RII (1:25) gegen Gelatine bei px 5,1, 2.5 und 8,5 
und 22,5 Stunden Spaltzeit. 





: Der Versuch wurde nach der iiblichen Gelatinemethodik ausgefiihrt. 
; Die Messungen geschahen kolorimetrisch. 
Die Werte sind Mittelwerte, entsprechend der Eichkurve (s. Methodik) 
erhéht und abgerundet. 


Nach 2,5Stunden. ..... . . 17% Spaltung 
8,5 ~ So eee 
» 22,6 . 41% 
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Zeit-Umsatz-Werte und die Schiitzsche Regel. 








z=q\ t. 
5 62 27,7 
: RII 1:100 Gelatine | 449 10 85 25,9 
+ H,S J : 15 95 24,5 
P) | 20 100 22,2 
5 23 10,3 
Ril 1:25 Gelatine 115 a 4 _ 
\ 20 40 9,0 
5 30 13,7 
| 10 45 14,2 
RII 1:50 Casein 118 15 51 13,2 
20 54 17,1 
| 25 55 11,0 
5 17 53,7 
Carcinom I 1:10 240 10 20 63,2 
Casein e 15 24 62,0 
20 27 60,4 
5 8 35,8 
Carcinom11:20 ||| 959 || 10 12,5 32,5 
Casein | ral 15 19 48,9 
| 20 22 49,2 
5 22,5 10,0 
Carcinom VII 1:30 144 - = HY 
Gelatine + H,S | 20 50 11.2 
25 55 11,0 
5 12,5 65,9 
| 10 21 67,4 
fe aa 15 27 69,7 
Carcinom 11:10 || ogy 20 31 69,3 
Casein J 25 34 68,0 
30 36 65,7 
40 39 61,7 


b) Beziehung zwischen Umsatz und Kathepsinkonzentration. 
Versuch 8 (Protokolle 111 und !12). 

Milzextrakt RII bei zw6lf verschiedenen Verdiinnungen gegen Casein bei 
pu 3,03 und 24 Stunden bei 37°. 


Ubliche Caseinmethodik. Fiir die einzelnen Verdiinnungen wurden die 
mk(e)-Werte berechnet aus den mk(e)-Werten der van Slyke-Methode. 


Kathepsingehalt des Extrakts abgerundet 200 bis 210. Die folgenden 
mk(e)-Werte wurden auf ganze Zahlen abgerundet. 
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Resultat: 

. Extrakt- sleriaten (Mifeeloerse) PR es 

verdiinnung Verdiinnung) %p p 
1: 5 40 47,3 1,0 
ti: 10 20 44.5 1,17 
1: 15 14 66,3 2,97 
Ls @ 10 63,0 2,34 
1: 30 7 59,9 2,38 
1: 40 5 58.2 2,75 
1: 50 4 55,5 3,45 
1: 60 3,5 54,0 3,15 
1: 80 2,8 48.8 3,67 
1: 100 2 413 3,42 
1: 150 1,3 25,7 2,63 
1: 200 1 20,0 2,53 


Der Versuch zeigt, daB bei einer héheren Verdiinnung die Spaltung 
unter Beriicksichtigung des Methodenfehlers eine lineare Funktion der 
Enzymkonzentration darstellt. Bei einer Verdiinnung schwacher als 1 : 50 
wird die Spaltung infolge besonderer Einfliisse geringer und unregelmaBiger, 
als zu erwarten war. 


Versuch 9 (Protokoll 229). 


Milzextrakt R IIla bei verschiedenen Verdiinnungen gegen Casein bei px 3 
und 25 Stunden Spaltzeit. 


Ubliche Caseinansaétze. Der Extrakt zeigt nach Waldschmidt-Leitz 
ermittelt 160 mk(e) pro 1 ccm. 





Extrakt- mk(e) Spaltung 


Ansatz verdiinnung pro leem 0, Mittelwert 
I | ie 45,4 | 
: 60 9 9 
Be | 1:6 Mw fue 4) ee 
II 40,0 
. 9 rf 
? |} 1:80 2,0 { ye | 39,0 
vV : < { 30,2 \ mas 
vI } 1:10 a oo  - 
Vil { 15,0 | r 
: 200 8 5.0 
vill } 1:20 . 14.9 ba 


Versuch 10 (Protokoll 48). 


Milzextrakt RI bei vier verschiedenen Verdiinnungen gegen Casein bei 
pu 3,2 und 21 Stunden Spaltzeit. Temperatur 37°. 


Die Methodik der Caseinansaétze ist dieselbe. wie sie stets bei dieser 
Arbeit angewandt wurde. 
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Extrakt- mkie) Spaltung 
verdinnung ecm %, 

1: 10 16 29,0 

1: 50 3,2 33,9 

1: 100 1,6 19.5 

1: 209 0,8 10,2 


Man erkennt eine kontinuierliche Abnahme der Spaltung zwischen 
Verdiinnung 1:50 und 1:200 und eine relativ kleinere Spaltung bei 
Verdiinnung 1: 10. 

Versuch 11 (Protokoll 27). 
Carcinomextrakt I bei vier verschiedenen Verdiinnungen gegen Casein bei 
pu 3,1 und 12 Stunden Spaltzeit. Temperatur 37°. 


Ubliche Caseinmethodik. 





Spaltung (Mittelwerte) 


Extraktverdiinnung ‘ 


1: 10 34,5 
1: 2 25,2 
1: 59 19,9 
1: 100 99 


Es gilt das gleiche wie beim vorigen Versuch. 


Versuch 12 ( Protokoll 129). 


Carcinomextrakt VI bei vier verschiedenen Verdiinnungen gegen Casein bei 
pu 3,05 und 22 Stunden Spaltzeit. Temperatur 37°. 


Ubliche Methodik. 





Spaltung 


0 


Extraktverdiinnung 


Li: 31.2 
1: 30 26.7 
1: 50 22.2 
1: 100 13.6 


Man erkennt einen geradlinigen Verlaut der Verdiinnungskurve. 


Versuch 13 (Protokoll 95). 
Rindermilzextrakt RI mit H,S bei verschiedenen Verdiinnungen gegen 
Gelatine bei px 5,2 und 18 Stunden Spaltzeit. 


Ubliche Gelatineansitze. Ergebnisse sind Mittelwerte. 





Extrakt- Spaltung 
verdiinnang mk/e) ' 0), 
1: 180 0.9 99 
1: 300 0,53 75 
1: 600 0,27 50—51 
1: 1000 0,16 etwa 30 





ROR: errr 
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Versuch 14 (Protokolle 163 bis 165). 


Rindermilzextrakt RII in der Verdiinnung 1:200 mit H,S aktiviert; 
von dieser Lésung wurden weitere Verdiinnungen angelegt und mit diesen 
Gelatine bei px 4 gespalten. Spaltzeit 24 Stunden. 


Ansatze wie iiblich. 





Extrakt- Spaltur 
verdiinnung mk(e) "he 
1: 200 1 77 
1: 360 0,6 61 
1: 600 0,35 45 
1: 1200 0,18 23 


Versuch 15 (Protokoll 116 bis 118). 
Rindermilzextrakt RII bei verschiedenen Verdiinnungen gegen Gelatine 
bei po 4 und 24 Stunden Spaltzeit bei 37°. 
Ubliche Versuchsbedingungen der Gelatineansitze. Werte sind Mittel- 
werte. 





Extrakt- Spalt 
vadinenee mk(e) a Sp 
1: 25 8 42 
1: 50 4 23 
1: 100 2 11 


Versuch 16 (Protokoll 181). 


Carcinomextrakt [IX mit H,S gegen Gelatine bei py 4. Spaltzeit 
20 Stunden. 
Ubliche Gelatineansitze und iibliche H,S-Menge. 
Bei Verdiinnung 1: 30 = 40°, Spaltung 
1: 90 = 21% - 
1: 180 = 10% »» 


9° %°? 


9° ” 


Versuch 17 (Protokoll 319). 
Zeit-Umsatz-Versuch mit Milzextrakt R Va (1: 25) gegen Casein bei pa 8 


Ubliche Caseinansétze (Doppelansatze). 
Die Abnahmen wurden sofort analysiert, 








Spaltzeit Spaltung 
Std. 0 0 
2,5 etwa 3 
9 12,2 
22 26,5 
46 34.5 
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Versuch 18 (Protokoll 201). 


Rindermilzextrakt RP Va bei verschiedenen Verdiinnungen gegen Casein bei 
pu 8 bis 8,1 und einer Spaltzeit von 20 Stunden. 





Spaltung 


Verdiinnung e 


1: 5 a) 50 
b) 62 
1:10 41 
1:20 a) 35 
b) 34 
1:25 a) 29 
b) 27 
1:50 16 


Man erkennt, daB mit steigender Verdiinnung der Glycerinextrakte 
die Caseinaufspaltung ziemlich rasch abnimmt. Eine GesetzmaBigkeit laBt 
sich aus diesem Versuch nicht ableiten. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft ausgefiihrt. 
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IV. Mitteilung: 
Uber proteolytische Fermente in menschlichen bésartigen Geschwiilsten 


Von 
Hans Kleinmann und Fritz Werr. 


Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 6. August 1931.) 


Mit 16 Abbildungen im Text. 


M11. Qualitativer Vergleich der Tumorproteinasen mit Organproteinasen. 
2. Optimum-px- Kurven. 

Um festzustellen, welche Proteinasen in bésartigen Tumoren vor- 
handen sind und weiter, um zu vergleichen, ob die Proteinasen in 
Tumoren die gleichen sind wie in anderen menschlichen und tierischen 
Geweben, wurden mit den Fermentextrakten pq-Optimumkurven an- 
gelegt. 

Als Ferment dienten sowohl die nach II., 1. gewonnenen Roh- 
extrakte als auch durch Adsorption und Elution gereinigte Ferment- 
lésungen, und zwar wurden Extrakte aus Carcinomen verschiedener 
Herkunft (Mamma, Magen), sowie einem Sarkom angewandt. Von 
normalen Geweben wurden Extrakte aus menschlichen Zellen (Leber, 
Muskulatur) sowie Extrakte aus Rindermilz benutzt. 

Als Substrate kamen Casein, Gelatine, Albumin, Edestin, Glycerin- 
extrakt-EigeneiweiB, sowie zum Teil auch Extrakte aus menschlichen 
Organen zur Anwendung. 


a) Optimum-py-Kurven mit Casein als Substrat. 


Im folgenden werden zunachst Versuche besprochen, die die Wirkung 
von ungereinigten Carcinomextrakten gegen Casein im sauren Gebiet 
zeigen. Die Versuche wurden stets mit der nephelometrischen Methodik 
gearbeitet, da die verhailtnismaBig geringen Extraktmengen allein ein 
Arbeiten mit einer Mikromethodik gestatten. Es konnten daher die 
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von Kleinmann und Stern (7)! mit Milzextrakten angestellten Spal- 
tungen nach van Slyke mit Carcinomextrakten hier nicht verglichen 
werden. 

Die Aziditaten wurden saimtlich mittels Essigsiure eingestellt, 
die Spaltzeiten lagen zwischen 15 und 24 Stunden; die Spalttemperaturen 
lagen zwischen 37 und 38°. Die Aziditaten andern sich wahrend des 
Versuchs praktisch nicht ; im starker sauren Gebiet geniigt die Pufferung 
durch die stark verdiinnten EiweiBlésungen vollstandig. 

Dagegen zeigten die nach der nephelometrischen Methode ge- 
wonnenen py-Optimumkurven auch von Carcinomextrakten hinsichtlich 
des Kathepsins genau das gleiche Verhalten, wie es von Aleinmann 
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Abb. 1. Abb. 2 
Optimum-py-Kurve von saurem Optimum-pq-Kurve von alkalischem 
Carcinomextrakt gegen Casein als Carcinomextrakt gegen Casein als 
Substrat. Substrat 


und Stern mit Milzextrakten beobachtet wurde. Die folgende Abbildung, 
die dem Versuch 20 (Abb. 1) entspricht, zeigt mit Deutlichkeit, 
daB im Tumor zunachst ein bei saurer Reaktion wirksames Ferment 
vorhanden ist. 

Dasselbe hat anscheinend zwei Optima, und zwar liegt das erste 
Optimum bei etwa 3,3, das zweite Optimum bei etwa 5,4. Zwischen den 
beiden Optima findet sich eine starke Einsenkung der Kurve bei etwa 
pu. Dieses Verhalten ist véllig gleich dem des von Kleinmann und 
Stern untersuchten Milzkathepsins. Versuch 19 zeigt die gleiche 
Erscheinung. 

Beide Extrakte stammen aus (verschiedenen) Mammacarcinomen. 

Versuch 21 zeigt, da Extrakte aus Magencarcinomen sich 
véllig gleichartig verhalten. Nur scheint in diesem Falle das erste 
Optimum bei px 3 mit einer Spaltung bei 14,5°, niedriger zu sein 
als das zweite Optimum bei px 4,6 und 31,7°,.,. Doch variiert die Starke 
der beiden Optima sowohl bei den friiner beobachteten Milzextrakten 
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1 Die Literaturzusammenstellung befindet sich am SchluB der fiinften 
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wie auch jetzt bei den Carcinomextrakten je nach der durch die 
Versuchstechnik vorher nicht mit Sicherheit zu bestimmenden Lage 
des zur Spaltung gewahlten Versuchs-pq. 

Auch mit Extrakten, die bei schwach lackmus-alkalischer Reaktion 
aus Carcinomen gewonnen wurden, ergab sich védllig das gleiche 
Bild. Die Abb. 2, die dem Versuch 23 entspricht, zeigt ebenfalls ein 
Optimum bei pg 3,03, ein zweites bei py 5,03 und zwischen py 3 und 4 
eine deutliche Einsenkung. 
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Um sicher zu sein, daB die pxy-Optimumkurve von Carcinomen 
die gleiche ist wie die von Rindermilzproteinase, wurden die Versuche 
von Kleinmann und Stern nochmals mit sauren Rohextrakten aus 
Rindermilz wiederholt. 

Die Abb.3 entspricht Versuch 24. Sie zeigt analogen Verlauf. 
Das erste Optimum liegt mit 44,7°, Spaltung bei etwa px 3, das zweite 
Optimum mit 79,6°%, Spaltung bei px 5,3. Bei px 7,5 ist mit rund 
5°%, praktisch keine Spaltung mehr vorhanden, wahrend die Ein- 
senkung zwischen den Optima bei etwa px 4 so tief hinab geht, daB 
nur 7,4°, Spaltung zu beobachten sind. 
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SchlieBlich wurde noch ein Extrakt aus menschlicher Leber unter- 
sucht. Auch er zeigte (s. Abb. 4, Versuch 25) das gleiche Bild. 

Somit ergibt sich aus diesen Versuchen, da8 in den Tumorextrakten 
gegen Casein Kathepsin sicher vorhanden ist. Die scheinbaren Optima 
dieses Kathepsins liegen bei etwa px 3 und 5. In Wahrheit dirfte 
wohl nur ein Optimum zwischen px 4 und 5 vorhanden sein, doch wird 
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dieses durch die Einsenkung der Kurve bei px 4 verdeckt. Diese Ein- 
senkung wird wahrscheinlich durch die Ausflockung des Caseins 
wahrend der Spaltung im isoelektrischen Gebiet und Adsorption von 
Ferment durch das ausflockende Substrat bedingt und ist durch die 
Art des Versuchsansatzes verursacht. Es muB hier auf die von Klein- 
mann und Stern angestellten Uberlegungen verwiesen werden. 

Tatsichlich war auch stets zu beobachten, daB das Minimum, 
wenn auch nicht genau, so doch annahernd im Gebiet der stairksten 
Ausflockung der Versuchsansatze gelegen war. 

Was nun das Vorhandensein einer zweiten Proteinase betrifft, 
die im alkalischen Gebiet wirksam ist, so bereitete deren Identifizierung 
betrachtliche Schwierigkeiten. 

Es wird in einer im nachsten Heft dieser Zeitschrift folgenden Arbeit von 
Rona und Kleinmann eingehend iiber das Vorhandensein einer Tryptase in 
Geweben berichtet werden. Es mu8 auf diese Darstellung verwiesen werden. 
Der Sachverhalt sei nur kurz zusammengefaBt. Morse wie auch Dernby 
und Hedin hattenin ihren Arbeiten stets das Vorhandensein einer im alkali- 
schen Milieu wirksamen Tryptase in Milzextrakten behauptet. Da sie 
Methoden angewendet hatten, die ein Entstehen bzw. eine Zunahme von 
Abbauprodukten maBen, war nicht zu entscheiden, ob es sich um eine im 
alkalischen Milieu wirksame Proteinase, also um .,Trypsin** oder um 
Ereptasen handelte. Von Waldschmidt-Leitz und Deutsch (6) wurde dann 
ebenfalls mit einer Spaltproduktmethode (Aminostickstoffbestimmung) 
gezeigt, daB sich tatséchlich neben einem starken Wirkungsoptimum im 
sauren Gebiet auch ein kleines Optimum im alkalischen Gebiet findet. 
Da aber durch Adsorptionsmethoden, die eine Trennung des Kathepsins 
von Erepsin bewirkten, ein Eluat erhaltlich war, das nur im sauren 
Gebiet Spaltung zeigte, lehnten die Autoren das Vorhandensein einer 
Proteinase im alkalischen Gebiet ab und fiihrten die kleine Zacke in den 
pu-Optimumkurven auf das Zusammenwirken einer Restwirkung des 
Kathepsins mit der bei px 8 optimalen Ereptase zuriick. 

Die Befunde von Waldschmidt-Leitz und Deutsch wurden dann 
spaiter von Kleinmann und Stern (7) bestatigt. Die Autoren konnten 
ebenso wie Waldschmidt-Leitz und Deutsch bei Anwendung der Amino- 
Stickstoffbestimmung bei px 8 eine Zacke bzw. eine Restspaltung mit 
Milzextrakten darstellen, die bei Reinigung des Fermentextraktes 
verschwand. Bei Anwendung der nephelometrischen Methode konnte 
gegen verschiedene Substrate weder mit Rohextrakten noch mit 
Eluaten eine Spaltung im alkalischen Gebiet beobachtet werden. 

Daher kamen Kleinmann und Stern zu der gleichen Ansicht wie 
Waldschmidt-Leitz und Deutsch und glaubten, diese gerade durch die 
Anwendung der nephelometrischen Methode, die nicht Spaltprodukte, 
sondern das Substrat selbst zur Messung benutzte, noch erharten 
zu kénnen. 

Trotzdem konnte bei weiterer Vertiefung in die Vorgange an der 
Erklarung nicht mehr festgehalten werden. 
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Noch nicht veréffentlichte Untersuchungen von Kleinmann und 
Scharr an polynucledren Leucocyten ergaben zunachst mit Sicherheit 
das Vorhandensein von Trypsin in den sauren Glycerinextrakten 
der polynuclearen Pferdeleucocyten. Da nun aber sicherlich in Pferde- 
milz erhebliche Mengen polynucleirer Leucocyten vorhanden sind, 
so mute in den Milzextrakten auch Trypsin vorhanden sein. 

Die genaue nochmalige Untersuchung von Milzextrakten im 
alkalischen Gebiet ergab dann auch die Aufklarung der Verhaltnisse. 


Wie in der Arbeit von Rona und Kleinmann (39) genauer gezeigt 
werden wird, ist in Milzextrakten (ebenso wie in Lymphdriisen- 
extrakten) neben reichlichen Mengen Kathepsin eine geringe Menge 
bei px etwa 8 optimal wirkende Protease vorhanden. Dieselbe laBt 
sich nur dann nachweisen, wenn verhaltnismaiBig starke Extrakte 
(an Kathepsin) angewandt werden. Die Trypsinmenge liegt eben oft 
an der Grenze der Methodik, wenn dieselbe so gehandhabt wird, daB 
von den Extrakten fiir die Kathepsinbestimmung geeignete Ferment- 
mengen gewahlt werden. 

Geht man nun (aus technischen Griinden) bei der Kathepsin- 
bestimmung mit den Fermentmengen etwas herunter — nicht so weit, 
daB die Messung des Kathepsins nicht mehr gut erfolgen kénnte, aber 
doch wiederum so weit, daB die Ausschlige nicht besonders stark 
sind —, so fallt die Trypsinmenge aus dem Gebiet des Erkennbaren 
einfach aus. 

Daher war in den gereinigten Extrakten von Milz weder mit der 
van Slyke-Methodik, noch mit der nephelometrischen in den friiheren 
Arbeiten Trypsin gefunden worden, einfach, weil diese gereinigten 
Extrakte verhaltnismaBig schwach waren. 

DaB aber auch bei Anwendung von Rohextrakten die Anwesenheit 
von Trypsin nicht festgestellt wurde, hatte noch andere Griinde. 
Trypsin ist, wie eben dargelegt, nur bei Anwendung groBer Extrakt- 
mengen wahrnehmbar. Wendet man aber bei der nephelometrischen 
Methodik groBe Extraktmengen an, arbeitet man mit Extrakten, die 
weniger verdiinnt sind als 1:10 bis 1:20, so macht sich, worauf 
auf 8.120 hingewiesen, bei Zugrundelegung von Casein als Substrat 
leicht eine methodische Stérung geltend. Sie beruht auf Ausflockung 
von EiweiB bei py etwa 7 in den Ansatzen, das zur Analyse nur schwierig 
wieder in Lésung zu bringen ist. Es handelt sich hier um eine gegen- 
seitige ausfallende Wirkung von Extrakteiweif und Casein. Daher 
sind die Werte bei px etwa 7 oft widersprechend. Meist wurde mit 
Milzextrakten hier tiberhaupt keine Spaltung (oder nahezu keine), 
des 6fteren aber auch eine geringe Spaltung gefunden. Die Lage des 
Punktes bei pa etwa 7 ist aber im Kurvenzug entscheidend fiir die 
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Frage, ob bei py 8 ein zweiter Anstieg der Kurve, also ein tryptisches 
Optimum, vorhanden ist. Diese Frage konnte erst durch zahlreiche 
Wiederholungen und Anwendung verschiedener Substrate entschieden 
werden. Des weiteren bedingte die geringe Trypsinmenge, da nur 
Casein und Gelatine als relativ leicht angreifbare Substrate, Serum- 
eiweiB, OrganeiweiB und Edestin aber keinerlei — oder nur duBerst 
geringe — Spaltung zeigten. 

Und schlieBlich: Der Gehalt an Trypsin war bei verschiedenen 
Extrakten auBerst wechselnd. 

DaB es sich sicherlich um Trypsin und nicht um Erepsin handelt, 
ist in der Arbeit von P. Rona und H. Kleinmann genauer dar- 
gelegt worden. 

Es soll daher nur in dieser Mitteilung auf die Verhaltnisse bei 
Tumorextrakten kurz eingegangen werden. 
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Zunachst sei als Beispiel fiir Milzextrakte Versuch 26 genannt, 
der durch Abb. 5 wiedergegeben wird. (Extrakt-Verdiinnung 1 : 20.) 
Die Kurve zeigt mit Sicherheit das Vorhandensein einer Tryptase, 
macht es aber, hinsichtlich Versuchsbedingungen (GréBe des Aus- 
schlages im Hinblick auf die Extraktkonzentration, Enge des Opti- 
mums usw.) verstandlich, warum bei den urspriinglichen Versuchen 
mit Milzextrakten kein Trypsin gefunden wurde. 

Da nun Tumorextrakte weit weniger Kathepsin enthalten als Milz- 
extrakte und an sich schon in héheren Konzentrationen verwandt 
werden als Milzextrakte, war es nicht wahrscheinlich, daB bei einem 
ahnlichen Verhaltnis Kathepsin/Trypsin das tryptische Ferment mit 
Sicherheit in Carcinomextrakten nachgewiesen werden kann. 

Hinzu kommt, daB bei dem hohen Gehalt von Myelocyten an 
Trypsin von vornherein in Milzextrakten, die doch gewissermaben 
auch Extrakte aus Myelocyten darstellen, weit mehr Trypsin vor- 
handen sein muB als in anderen nicht so viel Myelocyten enthaltendem 
Gewebe. 


Versuch 27 mit Carcinomextrakt IX zeigt, obgleich in der hohen 
Konzentration einer Verdiinnung 1:5 verwendet, keinerlei Spaltung 
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Ebenso verhielten sich alle Tumorextrakte, deren Kathepsin- 
gehalt gering war, d.h. ungefahr in der GréBenordnung lag, wie er 
zumeist bei Tumorextrakten beobachtet wurde. 

Fiel aber ein Tumorextrakt an Fermentmenge (Kathepsingehalt) 
verhaltnismabig aus der Reihe der untersuchten heraus, so war auch eine 
geringe tryptische Wirkung nachweisbar. 

Versuch 28, wiedergegeben durch Abb.6, der mit dem = sehr 
fermentreichen Extrakt X (Sarkom) angestellt wurde, zeigt das Vor- 
handensein einer kleinen, aber deutlichen tryptischen Zacke bei px 8. 
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Abb. 6. 


Optimum-pg-Kurve eines Sarkomextraktes gegen Casein als Substrat. 


Um dies Verhalten der Tumorextrakte nicht nur mit Milzextrakten, 
sondern auch mit Extrakten anderer Organe zu vergleichen, wurde 
eine Reihe von Versuchen iiber den Trypsingehalt normaler mensch- 
jicher Gewebe angestellt. 

Die Versuche, die in folgender Tabelle angegeben werden, zeigen, 
daB, gemessen gegen Casein, die GréBe der tryptischen Wirkung 
(unter Beriicksichtigung der Extraktverdiinnung) etwa der kathep- 
tischen Wirkung im Maximum parallel geht. 


Tabelle. 


Tryptische Spaltung durch verschiedene Organ- und Tumorextrakte. 





Spaltung (°/9) 
Extrakt Verdiinnung bei Py 8 bis 8,1 
in 24 Std. 


Tumor IX 1: 5 0 
7 X ¥ Ae 16 
ns a i: 5 0 
ee 1: 5 0 
o. XIV 1: & 0 

“ at. ee Ka 
Menschliche Leber O III 1: § 17 
- Milz OV . 1: 5 31 
a Niere OVI 1: 5 28 
. Haut OVITL at 1: 5 0 
* Leber OIX . .. 1:10 17 
‘. Milz OX... 1:10 15 
Menschlicher Muskel OXIII . 1:10 0 
Rindermilz R Va. 1:10 41 
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b) Optimum-py-Kurven mit Gelatine als Substrat. 

Die qualitative Ubereinstimmung der Optimum-py-Kurven von 
Carcinomextrakten mit Organextrakten wurde auch bei der Anwendung 
von Gelatine als Substrat festgestellt. Sie wird in folgenden Versuchen 
zunachst bei Spaltungen im sauren Gebiet gezeigt werden. Kine 
Schwierigkeit fiir die Versuche liegt darin, dab die Methodik nicht von 
gleicher Genauigkeit ist wie bei den anderen Substraten. Infolge der 
Triibungsanomalien, die bei der nephelometrischen Methode in einem 
Gebiet starker alkalisch als pq 6 entstehen, wurde meist mit der auf 
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Abb. 7. 


Optimum-py-Kurve eines unaktivierten Tumorextraktes gegen Gelatine als Substrat 


S. 121 beschriebenen Modifikation gearbeitet. Auch wurde zuniachst 
auf Messung tiber px 8 hinaus verzichtet. 

Die Aziditaéten wurden mit Essigsaure bzw. Natronlauge eingestellt. 
Die Resultate wurden nach einer Eichkurve bei angenahert gleichem py 
ermittelt. 

Die Abb. 7, die dem Versuch 29 entspricht, zeigt eine Spaltung 
von Gelatine mit wnaktiviertem Carcinomextrakt. Zuniachst zeigt die 
Kurve, daB die Spaltung gegen Gelatine sehr gering ist. Es wurde 
mit einer Fermentverdiinnung 1:15 und nicht mit héheren Konzen- 
trationen wegen der auf 8. 130 angefiihrten Griinde gearbeitet. Bei 
dieser Verdiinnung wurde meist iiberhaupt keine Spaltung gegen 
Gelatine gefunden. Hinsichtlich des quantitativen Verhaltens wird 
auf 8. 191 verwiesen. 

Trotz des geringen Umsatzes zeigt die Kurve ein deutliches Optimum 
bei pu etwa 4, aber keinerlei Spaltung mehr tiber py 6 hinaus (s. weiter 
unten). 

Zum Vergleich mit Kathepsin aus Organen wird im Versuch 30 
ein durch H,S aktivierter Carcinomextrakt gepriift. Er zeigt (siehe 
Abb. 8) bei starker Aufspaltung (bis zu 70°) ein deutliches Optimum 
bei po etwa 4. Bei px etwa 7,4 war praktisch keine Spaltung 
vorhanden. 

Ein gleiches Verhalten zeigte ein mit H,S aktivierter Extrakt aus 
einem Sarkom (s. Vers. 31). Auch hier lag das pqy-Optimum bei etwa 
pu 4, wahrend bei pq 7,4 die Spaltung nur minimal war. Diese Kurven 
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zeigen, dal} das py-Optimum des Tumorferments das naimliche ist, wie 
es von Kleinmann und Stern bei der Rindermilz beschrieben wurde. 
Zur Sicherung des Befundes wurde Rindermilzproteinase nochmals 
geprift. Der Versuch 32 gibt in Abb. 9 die Bestaitigung des bisher 
Gesagten. 

Somit zeigt das Kathepsin der Tumoren die gleiche pg-Optimum- 
kurve gegen Gelatine wie Rindermilzproteinase. Optimum etwa px 4. 
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Die Frage nach einer Tryptasewirkung von Gewebsextrakten 
gegen Gelatine war schwierig zu entscheiden. 

Denn die Gelatinemethode ist diejenige, die von allen Triibungs- 
methoden im alkalischen Gebiet am unzuverlassigsten ist. Dies beruht 
darauf, da Gelatinelésungen unter den Versuchsbedingungen bei 
lingerem Stehen im Brutschrank auch bei véllig sterilem Arbeiten 
Veranderungen erleiden, die sich bei Zusatz des Fallungsmittels ergeben. 
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Es muB8B beim Stehen in der Warme und alkalischer Reaktion eine Ver- 
anderung des Gelatinemolekiils eintreten. Bis zu einem gewissen Grade 
ist diese Spontananderung durch Anwendung empirischer Eichkurven, 
die mit bekannten Gelatinemengen unter gleichen Versuchsbedingungen 
erhalten wurden, korrigierbar. 

Versuch 33, wiedergegeben durch Abb. 10, zeigt einen Versuch 
iiber Milztryptase, der die Resultate gegen Casein hinsichtlich Lage 
und GréBe des Optimums gut bestiatigt. 

Die gleichen Kurvenbilder bei beiden Substraten erganzen sich 
gegenseitig und bestatigen das Vorhandensein geringer Trypsinmengen 
in den Milzextrakten. 
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Es wurden auch Tumorextrakte gegen Gelatine bei pa7 bis 9 
untersucht. 

Wie zu erwarten, wurde niemals Trypsin gefunden. Da schon 
gegen Casein kaum Trypsin zu finden war, so war es von vornherein 
unwahrscheinlich, daB Gelatine, die gegen Kathepsin (unaktiviert) 
weniger angreifbar ist als Casein, Trypsinwirkung erkennen lassen kann 
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c) Optimum-py-Kurven mit Serumalbumin als Substrat. 

Gegen natives Eiweif (Serumalbumin) konnte durch Carcinom- 
extrakte zwischen py 2 und 6,5 und tiber 40 bis 70 Stunden Spaltzeit 
keine Spaltung beobachtet werden. Ein Vergleich dieser Extrakte mit 
Organextrakt ist bei obigem Substrat also nicht méglich. Da Carcinom- 
extrakt gegen SerumeiweiB nicht aktivierbar ist, kann auch nicht die 
Kurve von aktiviertem Extrakt herangezogen werden (s. Vers. 35). 

Die Beobachtungen an Milzextrakt stimmen im allgemeinen 
mit denen von Kleinmann und Stern (7) iiberein (s. Versuch 34, Abb. 11). 
Ein Maximum bei px 4 bis 5 ist deutlich erkennbar. 


Abb. 11. 
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Die Tatsache, daB Serumalbumin von Tumorextrakten nicht 
angegriffen wurde, wahrend Milzproteinase dieses Substrat angreift. 
beruht nicht auf einem qualitativen Unterschied der verglichenen 
Fermente, der Unterschied ist vielmehr allein quantitativ. Denn, 
da Serumalbumin von Kathepsin relativ am schwersten angegriffen 
wird und im Tumor weniger Ferment vorhanden ist als in der Milz (siehe 
S. 201), so ergibt sich das Ausfallen einer Spaltung bei den Tumor- 
extrakten zwanglos aus der geringeren vorhandenen Fermentmenge. 


d) Optimum-py-Kurven mit Organeiweif als Substrat. 


Um festzustellen, ob Tumorextrakte vielleicht im Gegensatz zu 
anderen Gewebsextrakten die Eigenschaft haben, artgleiches Eiweif 
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spezifisch anzugreifen, wurden Versuche mit menschlichem Muskel- 
und LebereiweiB als Substrat angestellt. Bei allen untersuchten 
Aziditaten war keinerlei Angriff bemerkbar. Eine Kurve fiir Milz- 
extrakte gibt Versuch 40 mit der Abb. 12 (Lebereiweib). 
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Das verschiedene Verhalten ergibt sich, wie bei dem vorangehenden 
Abschnitt c), aus den quantitativen Unterschieden. Eine besondere, 
leichtere Spaltbarkeit menschlichen Gewebseiweibes durch Extrakte 
menschlicher Tumoren ist nicht zu beobachten. 


e) EigeneiweiB der Glycerinextrakte als Substrat. 


Zur Klarung der Trypsinfrage wurde die Untersuchung des Eigen- 
eiweiBes der Fermentextrakte als Substrat herangezogen. War es 
doch méglich, daB eventuell vorhandenes Trypsin fest an das Eigen- 
eiweiB der Extrakte gebunden ist, so daB es bei Untersuchung durch 
Zusatz anderer Substrate gar nicht in Erscheinung tritt. Zu diesem 
Zweck wurden, wie in Kapitel II, 2 (Bestimmungsmethoden) _ be- 
schrieben wurde, nur schwach verdiinnte Glycerinextrakte mit Phosphat- 
puffer bzw. Phosphat/Saure-(Lauge-)Gemischen auf bestimmte Azi- 
ditaten eingestellt und dann 1 bis 24 Stunden der Reaktion iiberlassen. 
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Versuch 36 zeigt, was auch durch weitere Versuche bestatigt 
werden konnte, daB man nach einer Spaltzeit von 22 Stunden 
und einer Verdiinnung 1:5 des Rindermilzextraktes eine deutliche 
Trypsinwirkung erhalt. Die Werte bestatigen das bei Gelatine und 
Casein iiber die Tryptase der Extrakte Gesagte. Tumorextrakte 
liefern auch hier wegen ihrer geringeren Fermentkonzentration nach 
24 Stunden eine meBbare Trypsinwirkung nur selten; als Beispiel einer 
solchen sei Versuch 37 mit der Abb. 13 wiedergegeben. Um sicher zu 
sein, daB EigeneiweiB tatsichlich auch von Tryptase angegriffen wird, 
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wurden Kontrollversuche angestellt, bei denen etwas Trypsin-(Pankreas- 
Dispert, verdinnt 1: 10000 bis 1: 100000) in die Ansiatze gegeben 
wurde. Die Kontrollen zeigten, daB das EiweiB der Fermentextrakte 
leicht durch Trypsin angegriffen wird, daB also die Eigeneiweib-Spalt- 
versuche durchaus als beweisend anzusehen sind. 


f) Optimum-py-Kurven mit Edestin als Substrat. 


Edestin, das durch Trypsin weit schwerer angreifbar ist als Casein 
und Gelatine, zeigte keine Tryptasewirkung durch Organ- und Tumor- 
extrakte, dagegen ein deutliches Optimum bei px etwa 4 (Kathepsin). 
Als Beispiele fiir je einen Organ- und Tumorextrakt seien die Versuche 38 
und 39 angefiihrt. Abb. 14 entspricht Versuch 39 und zeigt den 
Umsatz von Edestin durch Tumorextrakt. 
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Auch gegen Edestin zeigen somit Milz- und Tumorextrakte gleich- 
artiges Verhalten. 


Zusammenfassend darf somit gesagt werden, daB das Kathepsin 
der Tumoren in bezug auf die Lage des Wirkungsoptimums identisch 
ist mit dem Kathepsin normaler tierischer und menschlicher Organe. 
Nimmt man an — was als wahrscheinlich angesehen wird —, daB die 
Form der Casein-Optimum-pq-Kurve durch Flockung des Substrats 
bzw. Adsorption des Ferments hervorgerufen wird, so besitzt das in 
allen Geweben vorhandene katheptische Ferment gegen die verschiedenen 
Substrate ein Wirkungsoptimum im Gebiet bei px 4 bis 5. 


In bezug auf das Vorhandensein von Tryptase muB gesagt werden, 
daB wohl simtliche Gewebsextrakte diese enthalten, jedoch in so 
geringer Menge, daB nur relativ fermentreiche Extrakte iiberhaupt 
eine tryptische Wirkung zeigen, die mit unseren Methoden mebbar 
ist. Die angewandten Substrate werden durch Trypsin verschieden 
stark angegriffen, am leichtesten Casein und Gelatine, dann folgt 
das EigeneiweiB der Fermentextrakte, weit schwerer SerumeiweiB, 
OrganeiweiB sowie Edestin. Daher lieB sich eine tryptische Wirkung 
nur mit stark konzentrierten Milzextrakten und einzelnen Gewebs- 
extrakten erkennen, die an sich fermentarmeren Extrakte aus Tumoren 
und nichtparenchymatésen Organen zeigten Tryptasewirkung nur 
in Ausnahmefillen. 
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3. Aktivierungsverhalten. 
a) Abhdngigkeit der durch Schwefelwasserstoff und C yanwassersto{/ bedingten 
Aktivierung vom Substrat. 

Im folgenden Abschnitt wird das Verhalten von Tumorextrakten 
bei Zusatz von Cyanwasserstoff und Schwefelwasserstoff gegen das 
Verhalten von Extrakten normaler tierischer und menschlicher Organe 
verglichen. 

Wie bekannt, konnte Waldschmidt- Leitz (4) zeigen, daB die Gewebs- 
proteinase sowohl durch Schwefelwasserstoff als auch durch Blau- 
sdiure aktivierbar ist und daB dieses Verhalten dem von Grassmann und 
Dykerhojf (19), (22) bei Hefeproteinase gezeigten entspricht. Das gleiche 
gilt fir Papain und Malzproteinase. AuBerdem konnte Waldschmidt- 
Leitz (4) zeigen, daB das Enzym in den Organausziigen von einem 
natiirlichen Aktivator (Zookinase) begleitet wird, der anscheinend 
sich bei der beginnenden Autolyse der Organe bildet und durch prapara- 
tive Methoden abgetrennt werden konnte. Diese Aktivatoren haben 
nach der Darstellung von Grassmann die Bedeutung von Hilfsstoffen, 
die den Spezifitatsbereich des Enzyms erweitern. Natiirliche Proteine 
werden nur durch das natiirliche Enzym angegriffen, wahrend es ge wisse 
Protein-Abbauprodukte auch schon ohne Aktivator zu zerlegen vermag. 

Waldschmidt - Leitz (23, 24) und Mitarbeiter konnten inzwischen 
die Identitaét ihrer Zookinase mit Glutathion nachweisen. Auch im 
Falle der Hefeproteinase soll die Aktivierung nach Grassmann mindestens 
teilweise durch Glutathion bewirkt werden. 

Nach der Beobachtung von Waldschmidt-Leitz soll nun die Akti- 
vierung der Zellproteinase durch natiirliche Aktivatoren nicht nur 
bei der Autolyse eintreten, sondern auch bei der Bildung und Reifung 
bésartiger Geschwiilste (4), (24). 

Es ist schon in Abschnitt I darauf hingewiesen worden, dal 
Waldschmidt- Leitz eine Steigerung des Umsatzes des EiweiBes in Tumoren 
mit Hemmung der Zellatmung in inneren Zusammenhang bringt. 
Soll doch das Uberwiegen der reduzierten Thiosysteme, das eine Folge 
des Uberwiegens an oxybiontischem Stoffwechsel darstellt, eine er- 
héhte Aktivitét der Gewebsprotease bedingen. 

Aus diesen Griinden ist das Verhalten des Tumorkathepsins gegen 
Aktivatoren von ganz besonderem Interesse. Es ist daher eingehend 
bearbeitet worden. Ihre Erginzung finden die vorliegenden Versuche 
noch in dem Abschnitt IV, in dem versucht wurde, das Verhiltnis 
der Mengen des noch aktivierbaren zum vollaktivierten Ferment 
quantitativ zu bestimmen. 

Bereits von Kleinmann und Stern (7) waren Versuche iiber die 
Aktivierbarkeit der Rindermilzproteinase mit Schwefelwasserstoff 
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und Cyanwasserstoff mittels der nephelometrischen Methode angestellt 
worden. Und zwar waren sowohl rohe als auch gereinigte Ferment- 
lésungen zur Anwendung gekommen. 

Kleinmann und Stern hatten gefunden, daB Schwefelwasserstoff 
alle Kathepsinlésungen, rohe und gereinigte, gegen Gelatine deutlich 
aktivierte. Gegen Casein erschien die Wirkung des Schwefelwasserstoffs 
geringfiigig, so daB die Verfasser darauf hinwiesen, daB die Wirkung 
gegen Gelatine deutlicher sei als gegen Casein. Doch glaubten sie eine 
geringe Wirkungssteigerung gegen Casein (etwa 5°, Spaltungszunahme) 
auch noch als eine Wirkung des Schwefelwasserstoffs auffassen zu 
diirfen. Die jetzt vorliegenden Erfahrungen zeigen, daB die Spaltungs- 
zunahme beim Casein, die innerhalb des Fehlergebiets liegt, nicht als 
Aktivierung gedeutet werden darf. 

Mit Cyanwasserstoff fanden die Autoren bei Rindermilzextrakten 
deutliche Aktivierung gegen Gelatine und Casein. Diese Befunde 
miissen durch die zahlreichen vorliegenden Nachuntersuchungen 
dahin richtiggestellt werden, daB das Milzkathepsin in Rohextrakten 
nur gegen Gelatine aktivierbar ist. 

Gereinigte Kathepsinlésungen (Eluate) lieBen sich nach Aleinmann 
und Stern niemals irgendwie durch Cyanwasserstoff aktivieren. 

Im folgenden wird nun zunachst die Frage untersucht, ob Kath- 
epsinlésungen sowohl aus Tumoren als auch aus normalen Organen 
gleichmaBig gegen verschiedene Substrate aktivierbar sind oder ob 
sich im Verhalten gegen die verschiedenen Substrate Unterschiede 
zwischen den verschieden verwandten Fermentextrakten ergeben. 
Als Substrat wurde Casein, Gelatine, Serumalbumin und menschliches 
OrganeiweiB verwandt, sowie der Vollstandigkeit halber auch Extrakt- 
EigeneiweiB und Edestin. 


a) Aktivierung gegen Casein als Substrat. 


Zunachst sei die Wirkung von Schwefelwasserstoff wie auch von 
Cyanwasserstoff gegen Casein dargestellt. 

Der Versuch 41 zeigt die Wirkung von Schwefelwasserstoff auf 
Extrakte von Rindermilz bei Einwirkung auf Casein. Hinsichtlich 
der Technik, der Aktivierung und der Menge des verwandten Schwefel- 
wasserstoffs muB auf den experimentellen Teil sowie auf die Ver- 
suche 8. 157.f. verwiesen werden. Es sei nur angefiihrt, da’ mittels 
Schwefelwasserstoff maximal aktiviert wurde und daB die Spaltung 
innerhalb 24 Stunden bei optimalem px erfolgte. Als Optimum wurde 
bei Casein das scheinbare erste Optimum bei pa 3 gewahit. Spater 
ausgefiihrte Versuche (s. 8. 159) zeigen, daB durch die Aktivierung 
selbst die Lage des py-Optimums nicht verschoben wird. 
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Der angefiihrte Versuch zeigt, dab gegen Casein keinerlei Aktivierung 
feststellbar war. Die Spaltung nach der Aktivierung betrug im Durch- 
schnitt zweier Parallelversuche 38,4 gegen 38,1°, ohne Aktivierung. 

Der folgende Versuch 42 zeigt, daB eine Wirkung von Cyanwasser- 
stoff bei der Spaltung von Casein durch Rindermilzproteinase nicht 
vorhanden ist. Es wurde eine Menge von 0,5 mg HCN pro Kubik- 
zentimeter der zum Versuch verdiinnten Fermentlésung verwandt, eine 
Menge, die zwar, wie spatere Versuche zeigen werden, an anderem 
Substrat keine maximale, aber sehr deutliche Aktivierung erkennen 
labt. Versuch 43 mit steigenden HC N-Mengen (bis zu 1,5 mg HCN /ccm 
Extraktverdiinnung) zeigt, dab auch grobe HCN-Mengen keine Akti- 
vierung gegen Casein als Substrat bewirken kénnen. Die Versuche 
zeigen somit, dab ebenso wie Schwefelwasserstoff auch Cyanwasserstoff 
keinerlei aktivierenden Einflu8 auf die Milzproteinase hat, wenn sie 
gegen Casein wirkt. Eher ist eine geringe Hemmung festzustellen. 

Nunmehr wurde Carcinomextrakt sowohl mit Schwefelwasserstoff 
als auch mit Cyanwasserstoff aktiviert und gegen Casein angesetzt. 
Der Versuch 44 zeigt, daB Carcinomextrakt sich genau so wie Milz- 
extrakt verhielt. Schwefelwasserstoff hatte keinerlei aktivierende 
Wirkung, betrug doch die Spaltung ohne Schwefelwasserstoff rund 
21°, mit Schwefelwasserstoff rund 19°. Ebenso verhielt sich Cyan- 
wasserstoff (s. Versuch 45). Trotzdem eine sehr groBe Menge Cyan- 
wasserstoff angewandt wurde (3 mg pro Kubikzentimeter Ferment- 
verdiinnung), war der Umsatz mit Cyanwasserstoff eher um _ ein 
geringes kleiner als ohne Cyanwasserstoff. 


8) Aktivierung bei Gelatine als Substrat. 


Ein ganz anderes Bild zeigt sich hinsichtlich des Einflusses der 
Aktivatoren auf die Fermentlésungen, wenn man diesen Gelatine als 
Substrat vorlegt. Nunmehr beobachtet man sowohl durch Schwefel- 
wasserstoff als auch durch Cyanwasserstoff eine erhebliche Steigerung 
der proteolytischen Wirkung. Die Wirkung des Cyanwasserstoffs 
scheint nicht ganz so stark zu sein wie die des Schwefelwasserstoffs. 
Es muB jedoch beriicksichtigt werden, daB infolge technischer Griinde 
es vermieden wurde, mit gréBeren Cyanwasserstoffmengen zu arbeiten, 
so daB manche Aktivierungen sich vielleicht noch starker hatten dar- 
stellen lassen. Hinsichtlich dieser Frage muB auf die Versuche S. 158 
hingewiesen werden. 

Zunachst wurden wieder Rindermilzextrakte mit Schwefelwasser- 
stoff und Cyanwasserstoff aktiviert. Versuch 50 zeigt mit Schwefel- 
wasserstoff eine Spaltung von rund 90% gegen eine Spaltung von 
rund 35°, ohne Schwefelwasserstoff. Ein Extrakt aus menschlicher 
Milz, der bei einer Verdiinnung von 1: 100 iiberhaupt Gelatine nicht 
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angriff, zeigt mit Schwefelwasserstoff eine Spaltung von 38°, mit 
Cyanwasserstoff eine solche von 7°, (Vers. 51). Da in diesem Versuch 
eine relativ groBe Menge Cyanwasserstoff zur Aktivierung benutzt wurde 
(etwa 1,5 mg Cyanwasserstoff pro Kubikzentimeter Extraktverdiin- 
nung), so geht aus dem Versuch auch gleichfalls hervor, dab die Akti- 
vierung durch Cyanwasserstoff, wenn auch deutlich, so doch merkbar 
geringer ist als durch Schwefelwasserstoff. 

Einen zweiten Versuch mit Extrakten menschlicher Organe zeigt 
Versuch 52. Es wurde ein Extrakt aus menschlichem Gehirn unter- 
sucht, der an sich keine Spaltung gegen Gelatine aufwies. Mit 
Schwefelwasserstoff wurde eine Spaltung von 18°, erreicht. 

Nunmehr wurden auch Carcinomextrakte mit Schwefelwasserstoff 
gegen Gelatine aktiviert. Wahrend die Extrakte an sich gar keine 
oder keine nennenswerte Spaltung zeigten, betrugen die Umsiatze 
nach der Aktivierung 23 bzw. 53°, (s. Versuche 53 und 54). 

Versuch 55 zeigt schlieBlich einen Versuch zur Aktivierung 
von Carcinomextrakt mit Schwefelwasserstoff oder Cyanwasserstoff. 
Wahrend durch Schwefelwasserstoff eine Spaltung erzielbar wurde, 
reichte die Wirkungssteigerung durch Cyanwasserstoff nicht aus, um 
den an sich unwirksamen Extrakt sichtbar zu verstarken. 

Um sicher zu sein, daB es sich bei der Schwefelwasserstoffakti- 
vierung tatsaichlich um den Vorgang einer Fermentaktivierung handelt 
und daB nicht etwa unmittelbare chemische Einwirkungen des Schwefel- 
wasserstoffs auf das Substrat, d.h. die Gelatine, stattfinden, wurde 
ein Aktivierungsversuch derart angestellt, daB der Versuchsansatz 
der gleiche wie der bei den vorangehend beschriebenen Versuchen 
war, als Ferment aber abgekochter Milzextrakt zur Anwendung gelangte. 

Versuch 56 zeigt, daB Gelatine weder durch Schwefelwasserstoff 
allein, noch durch Schwefelwasserstoff mit Fermentabkochung an- 
gegriffen wurde. 

Somit kann iiber die Versuche mit Gelatine gesagt werden, dab 
bei sichtbaren Umsitzen durch unaktivierte Extrakte diese durch 
Schwefelwasserstoff und Cyanwasserstoff verstarkt werden. Da Cyan- 
wasserstoff unter den Versuchsbedingungen schwacher wirkte als 
Schwefelwasserstoff, lieBen sich Extrakte aus menschlichen Organen, 
die an sich Gelatine unter den Versuchsbedingungen nicht angriffen, 
wohl durch Schwefelwasserstoff, nicht aber immer gentigend oder nur 
gerade merkbar durch Cyanwasserstoff aktivieren. Ebenso verhielten 
sich Carcinomextrakte. Da dieselben an sich Gelatine meist nicht oder 
nur in einer Menge umsetzten, die noch in die Fehlergrenze der Methode 
fallt, so lieB sich eine Aktivatorwirkung meist nur mit Schwefelwasser- 
stoff feststellen. Cyanwasserstoff reichte nur in einzelnen Fallen aus, 
um sichtbare Spaltung zu erreichen. 
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Im Prinzip war aber das Verhalten der Tumorextrakte das gleiche 
wie das bei anderen Organen. 

Alle bisherigen Angaben beziehen sich auf Kathepsin. Gewebs- 
tryptase war durch H,S nicht aktivierbar (s. Vers. 70). 


y) Aktivierung bei Serumalbumin und OrganeiweiB als 
Substrate. 

Nunmehr wird die Wirkung der Aktivatoren auf Kathepsin gegen 
Serumalbumin gepriift. 

Die Versuche 46 und 47 zeigen zunachst wieder die Wirkung von 
Schwefelwasserstoff und Cyanwasserstoff bei Anwendung von Milz- 
extrakten. Die Umsatze mit Schwefelwasserstoff (etwa 20,5°), ohne 
Schwefelwasserstoff (twa 22°) und mit Cyanwasserstoff (etwa 20 %), 
ohne Cyanwasserstoff (etwa 22°,) zeigen, daB bei der Milzproteinase 
beide Aktivatoren ohne jede Wirkung sind. 

Nunmehr wurden gleiche Versuche mit Carcinomextrakt angestellt. 
Die im Verhaltnis zur Milz geringeren Fermentmengen der Car- 
cinome bedingten, daB Carcinomextrakte an sich Serumalbumin nicht 
angriffen, trotzdem Spaltzeiten bis zu 44 Stunden angewandt wurden. 
Die Versuche 48 und 49 zeigen, daB auch nach Einwirkung von 
Schwefelwasserstoff oder Cyanwasserstoff kein Umsatz gegen Serum- 
albumin erreicht wurde. 

Ebenso wie bei Casein sind Organ- und Carcinomrohextrakte 
gegen Serumalbumin durch Schwefelwasserstoff und Cyanwasserstoff 
nicht aktivierbar. Bei Versuchen mit verschiedenen Extrakten wurden 
die Extraktverdiinnung, die Aktivatormenge, die Aziditét und die 
Spaltzeit variiert. In keinem Falle konnte eine Wirkungssteigerung 
beobachtet werden. Bei Milzextrakt ist dies ganz eindeutig zu erkennen. 
Bei Carcinomextrakten, die Serumalbumin nicht oder nur sehr wenig 
(innerhalb der Fehlergrenze) angreifen, konnte auch mit den angewandten 
Aktivatoren eine Aufspaltung nicht erzielt werden. Man darf wohl 
vermuten, daB auch hier eine Verstaérkung nicht stattfindet. Ebenso 
war gegen das EiweiB menschlicher Organe (Leber und Muskel) 
eine Wirkungssteigerung nicht zu erhalten. Tumorextrakte, die dieses 
EiweiB nicht oder nur sehr gering angreifen, zeigten sich auch mit den 
beiden Aktivatoren Schwefelwasserstoff und Cyanwasserstoff nicht 
verstarkt. Von einer Aktivierbarkeit des Tumorkathepsins gegen 
menschliches OrganeiweiB diirfte also keine Rede sein. 


6) Aktivierung gegen Edestin und Extrakteiwei8 als Substrat. 


Gegen die Substrate Edestin und EigeneiweifB der Glycerinextrakte 
war sowohl durch Schwefelwasserstoff als auch durch Cyanwasserstoff 
eine Steigerung der Proteolyse nicht zu beobachten. Wie der Versuch 68 
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z. B. darlegt, zeigten simtliche Spaltansatze mit Edestin als Substrat 
und Milzextrakt als Ferment Spaltwerte zwischen 52 und 54,5°, 
sowohl mit als auch ohne Schwefelwasserstoff. Das galt bei px 4 
also fir Kathepsin. Tryptische Spaltung bei pu 8, welche gegen 
Edestin nicht meBbar war, konnte auch durch Schwefelwasserstoff 
nicht zur Sichtbarkeit gebracht werden. 

Besonders wichtig erschien es, Versuche iiber eine Wirkungs- 
steigerung des Ferments (Kathepsin) gegen das Eiweif seines Glycerin- 
extraktes anzustellen. Hierbei zeigte sich eine Schwierigkeit. Behandelt 
man namlich den Glycerinextrakt unverdiinnt oder sehr schwach 
verdiinnt mit Schwefelwasserstoff, so erhalt man Triibungen, die mehr 
oder weniger dunkel gefirbt sind und wohl Metallsulfide darstellen, 
welche die nephelometrische Analyse verfalschen wiirden. Die Extrakte 
miis-en daher starker verdiinnt werden (1:5 bis 1:10), dann sind 
diese Triibungen und Verfarbungen weniger intensiv und fiir die 
Analyse nicht mehr wesentlich stérend. Der Versuch 69 zeigt nun 
als Beispiel, daB bei px 4,3 eine Wirkungssteigerung gegen das Extrakt- 
eiweiB nicht stattfindet. Die Spaltwerte liegen eher etwas niedriger 
als bei den Ansatzen ohne Schwefelwasserstoff. Das gleiche gilt auch 
bei pu 8. Es scheint also, daB das tryptische Ferment gegen die von 
uns benutzten Substrate tberhaupt nicht aktivierbar ist. Tumor- 
extrakte zeigen gleichfalls bei beiden pq keinerlei Aktivierung 
sowohl durch Schwefelwasserstoff als auch durch Cyanwasserstoff. 

Zusammenfassend ist iiber die Wirkung von Cyanwasserstoff und 
Schwefelwasserstoff auf Kathepsin gegeniiber verschiedenen Substraten 
zu sagen, daB alle Extrakte, seien sie aus Tumoren, seien sie aus 
normalen menschlichen oder tierischen Organen gewonnen, sich gleich- 
artig verhielten, d.h. eine Aktivierung war niemals gegen Casein, 
Albumin, Edestin, Organ- und ExtrakteiweiB feststellbar. Die 
Aktivierbarkeit des Ferments trat tiberhaupt nur in Erscheinung, 
wenn es gegen Gelatine wirkte. Dann war stets bei beiden Aktivatoren 
(H,S und HCN) eine Wirkung nachweisbar, und das Verhalten des 
Ferments in verschiedenen Extrakten war gleichartig. 

Alkalische Glycerinextrakte lieBen sich von Schwefelwasserstoff 
und Blausaure gleichfalls gegen Gelatine aktivieren (s. z. B. Versuch 57). 
Sie unterscheiden sich somit nicht von den sauren Glycerinextrakten. 


b) Abhdngigkeit der Aktivierung von den Versuchsbedingungen. 
1. EinfluB8 der Aktivatorkonzentration. 
Um stets maximale Aktivierungen zu erlangen, kann entweder 
Schwefelwasserstoff in die Fermentlésung eingeleitet werden oder 


Schwefelwasserstoffwasser zu ihr zugegeben werden. Dieses letztere 
Verfahren erwies sich als das methodisch bessere. Das Schwefelwasser- 
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stoffwassser wurde hergestellt durch ein- bis zweistiindiges Einleiten 
von Schwefelwasserstoff in destilliertes Wasser, so daB dieses praktisch 
gesittigt wird. Der Gehalt an H,S wurde jodometrisch bestimmt 
und zu | bis 2 mg pro Kubikzentimeter (meist 1,5 bis 1,7 mg) gefunden. 


Kine bestimmte Menge Schwefelwasserstoffwasser (meist ein 
Fiinftel des endgiiltigen Extraktverdiinnungsvolumens) wurde zu den 
Extrakten gegeben, die dann mit Wasser auf ihre Endverdiinnung 
gebracht wurden. Man erkennt aus der Kurve, da ein Zehntel des 
Volumens der Extraktverdiinnung (= 20 mg pro 100 ccm Verdiinnung) 
an Schwefelwasserstcffwasser (gesaittigt) geniigt, um das Ferment 
fiir die betreffende Verdiinnung voll zu aktivieren. 


be 220 Mg Hy S'= 52 % Abb. 15. 
EinfiuB der Schwefel wasser- 


stoffmenge auf die Gelatine- 
spaltung durch Rindermilz- 
extrakt. 
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Sicherheitshalber wurde aber bei den Aktivierungsversuchen mit 
der doppelten Menge gearbeitet. Bei einem Gehalt von 20°, H,S- 
Wasser in der Extraktverdiinnung ist diese sicher voll aktiviert. Das 
zeigt der Versuch 58. Die Schwefelwasserstoffmenge wurde weit- 
gehend variiert, zum Teil bestand die Extraktverdiinnung zu 99°, 
aus Schwefelwasserstoffwasser, was einem Einleiten von Schwefel- 
wasserstoff nahe kommen mag. Bei den Aktivierungsversuchen zeigte 
sich bei Einleiten von Schwefelwasserstoff oder Zugabe einer wasserigen 
Lésung ‘zu den Glycerinextrakten kein Unterschied in der Wirkung. 


Die Aktivierungsversuche mit Blausdure wurden so ausgefiihrt, 
daB zu den halben Fermentverdiinnungen bestimmte Mengen neutrali- 
sierter Cyannatriumlésung gegeben werden und diese dann auf die 
volle gewiinschte Extraktverdiinnung mit Wasser aufgefillt wurden. 
Im allgemeinen wurde die Zugabe so eingerichtet, daB die endgiiltige 
Extraktverdiinnung | mg freie Blausiure pro Kubikzentimeter Extrakt- 
verdiinnung enthielt. Die Neutralisation des Natriumeyanids (das in 
einer wasserigen Lésung von 1,2°, zur Anwendung gelangte) geschah 
mittels n Essigsiure gegen Methylrot als Indikator. 1,4ccm obiger 
Natriumcyanidlésung geben nach der Neutralisation in 1 ccm Extrakt- 
endverdiinnung 1:10 etwa lmg HCN. In Fallen, in denen die Farbe 
der Extrakte diejenige des Indikators tiberdeckt, wurde die Menge 
der Neutralisierungssaéure vorher ohne Ferment ausprobiert. 
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Welche Wirkung wechselnde Blausiuremengen auf die Extrakte 
ausiiben, zeigen folgende Versuche. 

Versuch 59 zeigt z. B., daB mit steigenden Cyanwasserstoffmengen 
die Aktivierungswirkung gegen Gelatine zunimmt. Eine HCN-Menge 
von 0,5 mg pro Kubikzentimeter Extraktverdiinnung vermehrte den 
Gelatineabbau um rund 30°, ein Zusatz von 1,5 mg HCN pro Kubik- 
zentimeter Extraktverdiinnung um rund 60°,. Da Il1mg HCN pro 
Kubikzentimeter Extraktverdiinnung starke Aktivierung zeigte, ein 
Arbeiten mit gréBeren Mengen Cyanwasserstoffmengen bei der sauren 
Reaktion der Ansitze recht unangenehm war, wurde mit der ge- 
nannten Menge gearbeitet und auf maximale Aktivierung verzichtet. 

Zur Prifung von Carcinomextrakten auf Cyanwasserstoffaktivier- 
barkeit gegen Gelatine wurde aber bis zu Mengen von 3 mg pro Kubik- 
zentimeter Extraktverdiinnung hinaufgegangen. Von sechs Extrakten 
zeigten zwei hierbei eine geringe Spaltung (s. Versuch 60). 


2. Abhangigkeit der Form der Aziditats-py-Kurven von der 
Aktivierung. 

Eine Anzahl Versuche bestatigten, daB die optimalen Spaltwerte 
der aktivierten Extrakte im gleichen py-Gebiet liegen wie die der 
unaktivierten. Es besteht Analogie zwischen unaktivierten und akti- 
vierten Extrakten. Einem Ansteigen der Kurve des ersteren entspricht 
ein entsprechend starkeres Ansteigen des letzteren. Bei Tumorextrakten 
und solchen Organextrakten, die gleichfalls Gelatine nur schwach 
angreifen, sind Optimum-py-Kurven bei diesem Substrat tiberhaupt 
nur in aktiviertem Zustand erzielbar. 

Ein derartiger Versuch mit einem Tumorextrakt ist in Versuch 61 
wiedergegeben, der den ansteigenden Ast einer Milzextrakt-Gelatine- 
Kurve mit aktiviertem und nichtaktiviertem Ferment zeigt. 


3. EinfluB der Inkubationszeit. 

Im folgenden wird ein Versuch wiedergegeben, der zeigt, daB 
eine Inkubationszeit von 60 Minuten auf das System Schwefelwasser- 
stoff—Glycerinextrakt vor der Zugabe zu den Ansitzen keine anderen 
Spaltresultate erkennen lieB wie die Ansitze mit Aktivator-Ferment- 
mischung ohne Inkubationszeit (s. Versuch 62). Fiir Cyanwasserstoff 
zeigt Versuch 63 das gleiche. 


4. EinfluB der Fermentkonzentration. (Extraktverdiinnung.) 


Bei der Aktivierung verschieden stark verdiinnter Organextrakte 
zeigte sich die interessante Erscheinung, daB die Aktivierung mit 
zunehmender Extraktverdiinnung zunimmt. 
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Wie bei den Versuchen im Abschnitt IV, die die quantitative 
Auswertung der verschiedenen Extrakte behandeln, naher gezeigt 
werden wird, werden bei Anwendung der van Slyke-Methodik, fiir die 
z. B. Milzextrakte in einer Verdiinnung 1:2 angewendet werden, 
bei maximaler Aktivierung Wirkungssteigerungen um etwa das zwei- 
bis dreifache beobachtet. 

Wird aber der Extrakt vor der Aktivierung starker verdiinnt, 
so ist die Wirkungssteigerung durch Schwefelwasserstoff eine ungleich 
grOBere. So gelingt es, selbst mit Extrakten, die 1 : 1000 und noch mehr 
verdiinnt sind, durch Schwefelwasserstoffzugabe Gelatinespaltungen 
von 20°, zu erhalten. Unter Beriicksichtigung der Verdiinnung ent- 
sprach dies einer Aktivierung um etwa das 40fache. Beispiele dafiir 
geben die Versuche 64 und 65. 

Es ist schwer, genau zahlenmaBig den Gang dieser Aktivierungs- 
zunahme zu verfolgen. Denn, wenn Spaltzeit und Substratmenge 
festliegen, werden Ansatze, die von unaktiviertem Extrakt in geniigender 
Menge aufgespalten werden, durch den aktivierten véllig aufgespalten, 
waihrend mit den Extraktverdiinnungen, mit denen aktiviert ein gut 
meBbarer Umsatz erzielt wird, unaktiviert kein Umsatz erhalten wird. 

Es bleibt zum Vergleich aktivierter und unaktivierter Ferment- 
mengen nichts iibrig als die starker wirkenden aktivierten Extrakte 
entsprechend zu verdiinnen, die Verdiinnung zu beriicksichtigen und 
sie proportional in die Rechnung eingehen zu lassen. 

Wiirde man aber bei diesem Vorgehen zwei verschiedene Extrakte 
mit verschiedenem Fermentgehalt hinsichtlich ihres Gehalts an akti- 
viertem und unaktiviertem Ferment vergleichen wollen, so muBte man 
infolge ihres verschiedenen Fermentgehalts auch verschiedene Ver- 
diinnungen anwenden, die nunmehr auch verschieden starke Aktivierung 
erfahren. 

Welche Schwierigkeiten dieses Verhalten der Beurteilung der 
in Extrakten vorhandenen aktivierten und unaktivierten Ferment- 
mengen bzw. der Mengenfeststellung des Ferments iiberhaupt bereitet, 
geht aus folgender Uberlegung hervor. 


Die einfachste Form zu beurteilen, um das wievielfache eine Ferment- 
lésung aktivierbar ist, ware eine Spaltung mit dem nativen wie dem 
aktivierten Extrakt auszufiihren. Hierbei ergibe sich z. B. bei der 
Methodik nach van Slyke eine Verdoppelung des Umsatzes. Hieraus 
kénnte der SchluB gezogen werden, die Fermentwirkung sei durch 
Aktivierung um 100°, zu steigern. Dieses Verfahren ist aber unkorrekt, 
denn die Umsitze sind nicht proportional den Fermentmengen, be- 
sonders nicht bei einem derartigen Versuch, in dem ein Punkt im 
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Kurvenbeginn mit einem Punkt am _  Kurvenende  entsprechend 
geringem und groBem Umsatz verglichen wird. 

Richtiger ist es, den aktivierten Extrakt so zu verdiinnen, dab 
er den gleichen Umsatz ergibt wie der unaktivierte. Ware im Beispiel 
hierzu eine dreifache Verdiinnung notwendig, so hatten wir eine 
Wirkungssteigerung um 300°, anstatt von 100°, beim ersten Verfahren. 
Dieser Unterschied wiirde, abgesehen von der Ausschaltung des ge- 
nannten Fehlers, schon dadurch bedingt werden, daB der Extrakt 
verdiinnt starker aktiviert wird, als unverdiinnt. Aber auch diese 
Angabe ist unrichtig, denn, gebrauchen wir eine Methodik, die empfind- 
licher ist als die van Slyke-Methode, z. B. die nephelometrische, so 
ergibe die Anwendung geringer Fermentmengen, d. h. starker verdiinnter 
Extrakte, eine Aktivierung von vielleicht 4000°,. Jedoch auch dieses 
Ergebnis ware nicht zuverlassig, da wir nicht sicher sind, auch bei diesen 
Verdiinnungen maximal aktiviert zu haben. Was fiir diesen Vergleich 
aktivierten und unaktivierten Ferments gesagt ist, gilt fiir die Extrakt- 
auswertung tiberhaupt. Da sie fiir maximal aktivierte Extrakte vor- 
geschrieben ist, bezieht sie sich einmal auf eine bestimmte Methode 
und innerhalb derselben immer auf die gleiche Extraktverdiinnung. 
Sie versagt, wo es sich um den Vergleich verschieden starker Extrakte 
handelt. 

Diese Uberlegung zeigt, wie auBerordentlich vorsichtig man bei 
jeder Angabe iiber den Fermentgehalt von Extrakten verschiedener 
Herkunft sein muB und welche Schwierigkeiten der Beurteilung der 
Aktivierungsform eines Ferments (und gar in der Zelle) entgegenstehen. 

Um unsere Tumorextrakte mit anderen Organextrakten vergleichen 
zu kénnen, miiBte der Weg gewahlt werden, die Vergleichsextrakte 
bei ungefaihr gleicher Verdiinnung zu aktivieren wie die Tumorextrakte. 
Den beiden Extrakten, die dann ganz verschiedene Wirkungsstirken 
hatten und die mit gleicher Methodik unmittelbar nicht mehr ver- 
gleichbar waren, miBten dann entsprechend den Fermentmengen 
verschiedene Substratmengen vorgelegt werden, so da annahernd 
gleiche prozentuale Umsatze resultieren. Die héher an Substrat 
konzentrierten Systeme miissen dann durch Verdiinnen auf die 
Substratkonzentration, die zur Analyse geeignet ist, gebracht werden. 

Dieses Vorgehen hat den Fehler, daB die x-fache Fermentmenge 
nicht die x-fache Substratmenge umzusetzen braucht. Doch muB dieser 
Fehler als der relativ kleinste in Kauf genommen werden. Fiir unsere 
Aufgabe kénnte die Auswertung nun vereinfacht werden, wenn nach- 
weisbar ware, daB ein Fermentextrakt in der Verdiinnung, in der ein 
Tumorextrakt untersucht wird, praktisch maximal aktiviert ist, so 
daB eine weitere Verdiinnung der Extrakte bei den quantitativen 
Vergleichen keine Rolle mehr spielt. 
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Die Frage, ob bei den angewandten Extraktverdiinnungen (1 : 25 bis 
1 :50) vollkommen aktivierte Extrakte benutzt wurden, konnte auf Grund 
der eben dargelegten Versuchsanordnung wie folgt gepriift werden. 

Ein Milzextrakt (R IIIa, s. Versuch 66, wurde unaktiviert und 
aktiviert bei optimalem pq (pu 4) gegen Gelatine ausgewertet. Er 
zeigt unaktiviert in einer Verdiinnung 1:25 einen Umsatz von 25% 
Gelatine und aktiviert bei einer Verdiinnung von 1: 1200 einen Um- 
satz von 20°,. Unter Annahme von Proportionalitat zwischen Ferment- 
menge und Wirkung entspriche ein Umsatz von 25°, (aktiviert) 
einer Verdiinnung 1:900. Das heiBt der Extrakt hat durch 
die Aktivierung eine Wirkungssteigerung wm das 36fache erfahren. 
Und zwar erfolgte die Wirkungssteigerung bei Aktivierung einer Ver- 
diinnung von 1: 1200. Es wurde nun versucht, den Extrakt bei héherer 
Konzentration zu aktivieren und ihn dann gegen ein héher konzen- 
triertes Substrat wirken zu lassen. Das Substrat wurde dann zur 
Analyse wieder entsprechend verdiinnt. Versuch 67 zeigt, daB bei An- 
wendung eines Extraktes von 1: 50 eine 20°ige Gelatinelésung nétig 
war, um einen Umsatz von 22%, zu erzielen. Unter der Annahme 
einer Proportionalitat entspriiche die Spaltung der 20°,igen Gelatine- 
lésung durch die Verdiinnung 1 : 50 der Spaltung der itiblichen Gelatine- 
lésung (1°%) durch eine Fermentverdiinnung 1: 1000. Die Aktivierung 
der Extraktverdiinnung J: 50 durch Schwefelwasserstoff wire also das 
40 fache. 

Wenn auch die Voraussetzungen sicher nicht absolut stimmen, 
so zeigt der Versuch doch, daB bei einer Verdiinnung des Ferments 
1:50 die Aktivierung in der gleichen GréBenordnung lag wie bei der 
Verdiinnung 1: 1200. Aus technischen Griinden konnte mit der 
Fermentkonzentration (und auch mit der Gelatinekonzentration) 
nicht .héher gegangen werden. Doch geniigt das Ergebnis, um dar- 
zustellen, daB bei Anwendung der nephelometrischen Methode im 
Gegensatz zu den Arbeiten nach der van Slyke-Methode (Wald- 
schmidt-Leitz und Mitarbeiter) bei dem Vergleich der verschiedenen 
Extrakte, also beim Arbeiten mit Extraktverdiinnungen von etwa 
1:30 bis 1:60, mit praktisch wenigstens annahernd vollaktivierten 
Extrakten gearbeitet wurde?. 

Worauf die Erscheinung der verschieden starken Wirkung des 
Schwefelwasserstoffs auf die verschieden stark verdiinnten Extrakte 
beruht, ist nicht zu sagen. Eine unzureichende Menge des Aktivators 
kann nicht in Frage kommen, da ja Schwefelwasserstoff durch die 
Lésungen durchgeleitet werden kann. Auch Glyceringehalt oder Vis- 


1 Es konnten somit die Auswertungen durch Vergleich verschieden 
stark verdiinnter Extrakte vorgenommen werden, worauf im quantitativen 
Teil noch genauer eingegangen werden wird. 
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kositat kénnen von einer gewissen Verdiinnungsgrenze ab keine Rolle 
mehr spielen. Es kann hier nur an die Beobachtungen erinnert werden 
[P. Rona und H. Kleinmann (33)}, daB die Stabilitat von Ferment- 
lésungen mit der Verdiinnung variiert. So kann nur der allgemeine und 
wenig aufklarende Begriff des ,,kolloiden Zustandes“ als Erklirungs- 
prinzip fiir dieses Verhalten der Fermentextrakte herangezogen werden. 


Versuchsprotokolle. 
pu-Optimumkurven mit Casein als Substrat. 
Versuch 19 (Protokoll 155). 
Optimum-px-Kurve von Carcinomextrakt VI (Mamma) verdiinnt |: 15, 
20 Stunden Spaltzeit. 

Entsprechend der allgemeinen Vorschrift fiir Caseinansétze wurden 
12 ccm Caseinlésung (0,25°,ig) mit verschiedenen Mengen Essigséure (vgl. 
folgende Tabelle) versetzt (zur Einstellung der py) und mit Wasser auf ein 
Volumen von 46eccm gebracht, 10 cem werden davon entnommen (zwei- 
mal 4,5ccem als Nullabnahmen) und zu dem restlichen Teil des Ansatzes 
4cem der obigen wasserigen Fermentverdiinnung gegeben. 

Nach fixierter Zeit wurden die Ansaétze einer 20stiindigen Einwirkung 
bei 37° unterworfen und dann Abnahmen gemacht, die ebenso wie die mit 
der aufbewahrten Fermentlésung zu 5ccm ergénzten Nullabnahmen mit 
Natronlauge (s. Tabelle) neutralisiert und mit Wasser auf 10 ccm erganzt 
wurden. Nun wurde mit 5cem m/15 Phosphatvorlagepuffer (pq 7,8) und 
7,5 eem Chinidinhydrochloridlésung versetzt. Nach 20 Minuten wurde 
nephelometriert. Endlich wurde in einem Teil der Ansétze der py elektro- 
metrisch bestimmt. Neben den Spaltansétzen wurden auch solche angesetzt, 
die 30 Minuten gekochte Fermentlésung enthielten. 





Ansatz essigs » (i Natronl: | Spaltung 
ae Pu | “**Kieatz)  \eur Neutralisetion)| Aussehen (Ansate) | ~P4) "06 
I 1,8 2.2cem Kisessig! 4,5 com n klar 0 
II 3,04 3eem n |. tribe 30,7 
1 3,91 04, on 06 . n/10 | stark geflockt 0 
IV 5,85 2 Tropfen n 0,05 , n/10 tribe 31,6 
V 6,88 1 Tropfen n/50 ohne Zusatz klar 11,2 

VI wie II. Ansatz, mit Fermentabkochung 


Ergebnis: Man erkennt in der Kurve zwei ausgeprigte Maxima (px 3 
und 5,3) und eine tiefe Einsenkung bei px 3,9. Die starkste Flockung lag 
bei pu 3,9. 

Versuch 20 (Protokoll 125). 
Optimum-px-Kurve von Carcinomextrakt V (Mamma), verdiinnt 1: 20. 
Spaltzeit 17 Stunden. 

Caseinansétze wie iiblich. Die py-Messungen geschahen nach der 

Spaltung. 





Spal Spal Spal 
Pu “— Pu —" Pu ~~ 
1,9 0 3,27 23,7 4,89 11,9 
2,87 17,0 3,55 13,8 5,39 18,7 
3,02 17,5 3,93 43 7,48 0 
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Ergebnis: Man erkennt die beiden Optima in der Nahe von px 3 
und 5 und die Einsenkung bei py 4. Ferner zeigt die Kurve, daB bei px 7,5 
keine Spaltung zu beobachten ist. 


Versuch 21 (Protokoll 31). 


Optimum-py-Kurve von Carcinomextrakt I (Magen), verdiinnt 1: 50 nach 
20 Stunden Spaltzeit. 





Ublicher nephelometrischer Ansatz. Die py wurden nach der Spaltung 
gemessen. Staérkste Flockung bei px 4,1 und 4,6. 








Pu 7 Pu — 
1,9 0 4,1 27,8 
3,0 14,5 4,6 31,7 
3,3 9,6 5,8 15,7 
3,8 10,9 


Ergebnis: Wie beim vorangehenden Versuch. 


Versuch 22 (Protokoll 32). 
Optimum-px-Kurve, wie Versuch 21, bei enger begrenztem py-(Cebiet 
zwischen 2,6 und 4, Extraktverdiinnung jetzt 1: 20. 


Versuchsbedingungen wie oben. 





| Pu apeinng Pu apeiene 
ut 2,64 17,8 3,55 11,1 
ag 3,02 23,0 3,8 17,3 
Bt 3,20 14,5 4,0 21,8 


Ergebnis: Der Versuch zeigt die beiden Optima und die Einsenkung 
bei pr 3,5 bis 4. 


Versuch 23 (Protokoll 36). 


Carcinomextrakt III b (schwach alkalisch), verdiinnt 1 : 50 bei verschiedenen 
Aziditaten gegen Casein. Spaltzeit 20 Stunden bei 37°. 

















a% Methodik: Die iiblichen Caseinansaétze. Messung der pq nach dem 
qi Versuch. 

‘ Ansatz Pu apne Ansatz Pu — 

5 “10 10 

if 

| RA ee 21 V 5,08 34,8 

II 3,93 37,1 VI 6,56 10,0 

Li} Ill 3,60 25,9 Vil 7,01 2.8 

Hj IV 4,24 29,3 

t 


ie Ergebnis: Der alkalische Extrakt zeigt das gleiche Verhalten wie die 
schwach sauren Extrakte. 
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3 
5 Versuch 24 ( Protokoll 121). 
Optimum-py-Kurve von Rindermilzextrakt FR 1, verdiimnt 1:50. Spaltzeit 
16 Stunden. 
Ansétze wie iiblich. Die px wurden nach der Spaltung gemessen. 
. Pu Essigséure im Ansatz at 
y 
1,88 3ccm LHisessig 0 
2,92 8 ccm n Essigsaure 44,7 
3,07 cw a . 42.6 
3,39 Le. m ‘ 28,7 
3,59 a. a 20.7 
4,02 04 , n 6 7,4 
4,19 es —-. 20,3 
5,30 03 , 0/50 , 79,6 
6,22 1 Tropfen n « 61,1 
6,61 a n/50 , 48.6 
7,51 ohne Zugabe 49 


Kontrolle mit abgekochter Extraktverdiinnung bei py 3 zeigt praktisch 
keine Spaltung. Starkste Flockung bei 4,02 und 4,19. 

Ergebnis: Das Schaubild dieses Versuchs zeigt die beiden Optima bei 
px 3 und 5,3 sehr scharf ausgebildet, ebenso die Einsenkung bei px 4. 

Versuch 25 (Protokoll 187). 
Optimum-py-Kurve vom Organextrakt O III (menschlicher Leber), verdiinnt 
1:50 bei 37° und einer Spaltzeit von 14 Stunden. 

Die Methodik war die gleiche wie bei den vorherigen Versuchen. Die 

Messung der pu geschah nach dem Versuch. 








Ansatz Pu — Ansatz Pu ae 
I | 2,24 14,6 V 5.19 * 272 
Il 2.94 28.6 VI 5,81 16,3 
m 6 | 6418 15,7 VI 6.90 0 
IV \ 485 | 17,4 


Ergebnis: Auch das Schaubild dieses Versuchs zeigt die Einsenkung 
und die beiden charakteristischen Optima. 
Versuch 26 (Protokoll 239). 
Optimum-py-Versuch mit Milzextrakt R Illa, verdiinnt 1 : 20 gegen Casein 
und 21 Stunden Spaltzeit. 
Die tiblichen Caseinansétze wurden unter Anwendung von m/15 Phos- 
phatpuffer hergestellt. 





Ansatz Pu —" Ansatz PH _— 
I 5,29 54,6 IV 8,17 34,5 
II 6.22 49,4 V 8,63 19,8 
Ill 6,93 27,3 


Ergebnis: Man erkennt ein Optimum bei etwa px 8. 
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Versuch 27 (Protokoll 244a). 
Carcinomextrakt LX, verdiinnt 1:5 gegen Casein bei px 8,1 und einer 
Spaltzeit von 23 Stunden und 37°. 


Der px des iiblichen Ansatzes wurde mittels m/15 Phosphatpuffer 
eingestellt. 


Ergebnis: Es konnte keine Spaltung beobachtet werden. 





Versuch 28 (Protokoll 265). 


Tumorextrakt X (Sarkom), verdiinnt 1:3 gegen Casein bei px 6 bis 9 und 
23 Stunden bei 37°. 


Einstellung der py mittels m/15 Phosphatpuffer. 





Pu i cad Pu anes 
0 0 

5,88 19,9 7,98 16,4 

7,07 4,7 | 9,24 0 


Ergebnis: Man erkennt ein deutliches Optimum bei etwa px 8. 


pu-Optimumkurven mit Gelatine als Substrat. 
Versuch 29 (Protokoll 145). 


pu-Optimumkurve von unaktiviertem Carcinomextrakt V (1:15) bei ver- 
schiedenen Aziditéten gegen Gelatine bei 22 Stunden und 37°. 


Zu 12cem Gelatine (1 °%ig) wurden die zur Einstellung der py not- 
wendigen Mengen Essigséure bzw. Natronlauge gegeben; dann wird 
mit Wasser auf 46 ccm aufgefiillt. Nach dem Durchmischen wurden 10 ccm 
(davon zweimal 4,5 ccm = Nullabnahmen) entnommen. Von der mit Wasser 
hergestellten Fermentverdiinnung werden 4ccm zu dem Ansatz gegeben. 
Nach der oben genannten Spaltzeit wurden je zweimal 5 ccm entnommen. 
Diese und die mit Extraktverdiinnung auf 5 ccm ergénzten Nullabnahmen 
wurden mit 11 cem Wasser und 4 ccm Sulfosalicylséure auf 20 cem gebracht 
und die hierbei entstehende Triibung nach genau 5 Minuten im Kolorimeter 
mit vertikaler Durchsicht gemessen. Alle gefundenen Werte wurden ent- 
sprechend der Eichkurve erhéht und schlieBlich auf. ganze Zahlen ab- 
gerundet. Nach der Analyse wurden in einem Teil der Ansiétze die py 
gemessen. 





Ansatz Du ' ae Ansatz pu va 
ia? 2,02 0 IV 5,88 0 
7 3,00 8 Vv 6,4 0 
Il 4,07 11 


Ergebnis: Man erkennt ein Optimum bei px 4, doch sind die Werte 
bei Beriicksichtigung der bei der Gelatinemethode méglichen Fehler nicht 
voéllig exakt. 
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Versuch 30 (Protokoll 166). 

Optimum-py-Kurve von mit H,8 aktiviertem Carcinomextrakt VI (ver- 

diinnt 1:30). Spaltzeit 20 Stunden. Temperatur 37°. 

Die Methodik der Ansaétze, Abnahmen und Messungen war dieselbe 
wie beim vorherigen Versuch. 

Die Extraktverdiinnung enthalt ein Fiinftel ihres Volumens (d. h. voll- 
aktiviert) Schwefelwasserstofflésung (2 mg H,S in 1 ccm Wasser). 

Ansatze ohne H,S zeigten keine Spaltung. 








Ansatz PH Saure- bzw. Laugemengen it “lags 
I 2.08 2 ccm Eisessig 4 
II 2,90 2.5 , nu  KEssigsaéure 22 
Il 3,90 | ae a 70 
IV 5,22 0,1 n/100— oy, NaOH 67 
V 5,96 2 ,» n/100 NaOH 21 
VI 7,4 0.2 , n/l0O NaOH 5 


Ergebnis: Man erkennt ein sehr ausgepraégtes Optimum zwischen 
pu 4 und 5. Die Messung der px geschah in Parallelansétzen ohne H,S 
elektrometrisch. 

Versuch 31 (Protokoll 153). 
Optimum-py-Kurve von mit H,S aktiviertem Tumorextrakt X (Sarkom) 
(verdiinnt 1: 100) gegen Gelatine. Spaltzeit 21 Stunden. 
Methodik und H,S-Mengen wie beim vorigen Versuch. 
Zwei Ansétze bei px 4 ohne H,S zeigten keine Spaltung. 


: 





Ansatz PH a Ansatz pu a 
I i,82 0 IV 5,30 68 
II 3,08 24 V 6,27 18 
III 3,97 82 VI 7,4 0 


Ergebmis: Der Versuch zeigt eine optimale Spaltung bei pu 4 und 
entspricht dem vorigen. 
Versuch 32 (Protokoll 114). 


pu-Optimumkurve von unaktiviertem Rindermilzextrakt RI (1: 25) bei 
verschiedenen Aziditéten ohne H,S. Spaltzeit 20 Stunden, Temperatur 
30 bis 32°. 


Methodik wie vorherige Versuche. 





Ansatz PH — 
4 

I 2.37 6 

I 3.24 11 

IV 5,13 37 

V 5,7 30 

Vi 7,2 0 

mit gekochter Extrakt- 
Verdannung 4.5 0 
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Ergetnis: Die Kurve zeigt das Optimum in der N&he von px 4 und 
bestatigt die Versuche von Kleinmann und Stern. 


Versuch 33 (Protokoll 245). 
Milzextrakt FR Illa verdiinnt 1:20 gegen Gelatine bei verschiedenen py 
und einer Spaltzeit von 25 Stunden bei 37°. 
Die px der iiblichen Gelatineansétze wurden mittels m/15 Phosphat 
oder Phosphatpuffer eingestellt. Die Messung der Triibung geschah im 
Kolorimeter. 








Pu — Pu “id 
4,73 28,2 8,28 29,3 
6,44 13,4 9,04 9,5 
7,40 21,7 


Ergebnis: Nach diesem Versuch scheint ein Optimum bei pq 8 vor- 
zuliegen, doch sind die Ergebnisse wegen der wiederholt besprochenen 
Anomalien bei Gelatine mit gré6B8ter Vorsicht zu bewerten. 


pu-Optimumkurven mit verschiedenen Substraten, 
(Serumalbumin, Extrakt-EigeneiweiB, Edestin, OrganeiweiB.) 


Versuch 34 (Protokoll 140). 


Milzextrakt RI (1:10) bei verschiedenen Aziditaéten nach einer Spaltzeit 
von 48 Stunden bei 37°. 


Zu 12cem einer Serumalbuminlésung in Wasser (1:3) wurden be- 
stimmte Mengen Essigséure bzw. Natronlauge zur Einstellung der py und 
so viel Wasser gegeben, dafi ein Volumen von 46 ccm entsteht. Die Ab- 
nahmen und Fermentzugaben geschahen wie bei den anderen Substraten. 
Wie diese wurden auch hier die Ansaétze mit einigen Tropfen Toluol zur 
Verhiitung bakterieller Einwirkung versetzt. Die Abnahmen wurden mit 
5cem Salzséure (25°%ig) und 7,5cem Sulfosalicylséure (20% ig) versetzt 
und nach 5 Minuten im Nephelometer untersucht. Die Messung der pa 
geschah nach dem Versuch. 








Spaltung 


Ansatz Pu Saure- bzw. Laugemengen 0), 
I | 1,8 2 ccm Hisessig 0 
II 3,9 0,25 , n Essigsaure 32,4 

It 4,5 2 Tropfen n Essigsaure 33,1 
IV 6,3 2 ecm n/50 NaOH 25,7 
V 7,0 3 , n/50NaOH 16 


Ergebnis: Entsprechend den Versuchen von Kleinmann und Stern 
wurde ein Optimum zwischen px 4 und 5 beobachtet. 
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Versuch 35 (Protokoll 141). 
Carcinomextrakt VI gegen Serumalbumin bei verschiedenen Aziditéten 
iiber 66 Stunden bei 37°. 
Ausfiihrung wie beim vorherigen Versuch. 
Ergebnis: Bei den py 1,8, 4,5, 3,96 und 6,3 war keinerlei Spaltung zu 
beobachten. 
Versuch 36 (Protokoll 251). 
Einwirkung von Milzextrakt R Va (schwach sauer), Verdiinnung |: 5, auf 
sein EigeneiweiB bei verschiedenem py, 37° und einer Spaltzeit von 
22 Stunden. 


Ansaétze und Abnahmen geschahen wie in dem Kapitel IT, 2 (Methodik) 
beschrieben wurde. 





Spaltung Spaltung 


PH “e Pu ‘i 

4,18 56,7 7,10 6,6 
4,68 50,5 7,96 14,2 
6,03 6,1 9,2 Q/ 


Ergebnis: Starke Spaltwirkung im katheptischen, geringe im tryp- 
tischen Gebiet. 


Versuch 37 (Protokoll 298b). 


Tumorextrakt X, verdiinnt 1: 3, gegen sein Extrakt EigeneiweiB bei vere 
schiedenem py und einer Spaltzeit von 24 Stunden bei 37°. 
Wie in dem Kapitel II, 2 ausfiihrlich beschrieben, wurden die Ansitze 
in diesem Versuch hergerichtet. 
Die Einstellung der px geschah mittels m/15 Phosphatpuffer, zum Teil 
auch unter Verwendung von n/10 Salzséure. Die px wurden nachtraglich 
gemessen. 





Du Spaltung Pu Spaltung 

0 0 0 = 
4,1 46,1 8,05 20,7 
5,2 25,3 9,2 5,4 
6,9 6.5 


Ergebnis: Man erkennt eine erhebliche katheptische Wirkung und 
eine geringe, aber deutliche Tryptasewirkung. 


Versuch 38 (Protokoll 260). 


Optimum-px-Kurve von Rindermilzextrakt R Va (1:25) gegen Edestins 
Spaltzeit 20 Stunden, Temperatur 37°. 


Die Herstellung der Ansitze geschah entsprechend Kapitel TI, 2. 
20 cem salzsaurer Edestinlésung wurden mit 6 ccm n/10 NaOH neutralisiert 
(bei Ansatz I aber nur 5,5cem) und mit dem px entsprechenden m/15 
Phosphatpuffer eingestellt. Die Abnahmen von Ansatz IIT bis VI wurden 
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mit Salzséure neutralisiert. Ansatz VII enthalt in der Extraktverdiinnung 
statt Wasser eine Aufschlemmung von Pankreas-Dispertpulver in Wasser 
1: 100000. 








Ansatz Pu —— Ansatz PH ee 
I 3,32 60.9 V 7,82 0 
ll 4,62 39,9 VI 9,20 0 
ll 6,40 0 Vil 
IV 6,79 0 mit Pankreas 7.9 18,5 


Ergebnis: Man erkennt eine starke Wirkung im katheptischen Gebiet. 
Im alkalischen Gebiet wird Edestin von Milzextrakt nicht angegriffen. 
DaB es aber nicht indifferent gegen Tryptase ist, zeigt Ansatz VII (mit 
Pankreas). 

Versuch 39 (Protokoll 311). 
px-Optimumreihe von Tumorextrakt X (verdiinnt 1:10) gegen Edestin 
bei pu 2,7 bis 9. Spaltzeit 22 Stunden, Temperatur 37°. 
Die Ansétze I und II wurden nicht vollstaéndig neutralisiert. Die 


Edestinlésung fiir die Ansétze III bis VI wurde mit 6 ccm n/10 Natron- 
lauge neutralisiert. Pufferung soweit méglich geschah mit m/15 Phosphat 





Ansatz Pu Spaltung Ansatz | Du Spaltung 
I 2.7 20,6 IV 7,2 0 
II 4.08 35,8 V 8,1 0 
LI 6,0 14,9 VI 9,0 0 


Ergebnis: Man erkennt keine Spaltung im tryptischen Gebiet. TTumor- 
extrakt XII wurde nebenher bei px 4,1 gegen Edestin untersucht und 
lieferte bei diesem px eine Spaltung von 23,5%. 


Versuch 40 (Protokoll 216a). 


pu-Optimumkurve von Milzextrakt RII (verdiinnt 1:15) gegen Leber- 
eiweiB (verdiinnt 1:4). Spaltzeit 24 Stunden. Temperatur 37°. 
Uber die Herstellung der Ansaétze und Abnahmen sei auf das Kapitel IT, 2 
(Methodik bei Organeiwei8) verwiesen. Die Einstellung der pa geschah 
mittels Essigsiure bzw. Natronlauge. Die Verdiinnungen wurden mittels 
phys. Kochsalzlésung vorgenommen. 
Die px wurden nachtraglich gemessen. 





' Pu — Pu eel 
0 0 
1,9 4 5,2 12 
3,6 20 7,6 6 


Ergebnis: Die starkste Spaltung lag bei diesem Versuch bei px 3,6. 








g 
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Aktivierungsverhalten, 
Versuch 41 (Protokoll 64.) 

Versuch einer Wirkungssteigerung von Rindermilzextrakt RI (verdiinnt 
1: 40) durch H,S gegen Casein bei px 3,0 und 24 Stunden Spaltzeit bei 37°. 

Zu,7,5¢cm einer Extraktverdiinnung 1:20 werden 3 ccm Schwefel- 
wasserstoffwasser (1,7 mg/ecm) gegeben; mit Wasser wird auf 15 ccm 
erganzt. Ferner wurde eine Verdiinnung |: 40 ohne Zusatz benutzt. 

Ansaétze und Abnahmen wie tiblich (vgl. Caseinmethodik, Kapitel IT, 2). 

Spaltung in Prozenten: 


ohne H,S: Ansatz I... . 37,4 
» mae mm Pints: st in ap ae 
mit H,S: os “ee > se + soe 
H,S: = 3 Sere 


Ergebnis: Kein EinfluB von Schwefelwasserstoff ! 


Versuch 42 (Protokoll 39). 

Versuch einer Wirkungssteigerung von Milzextrakt RI (verdiinnt 1: 50) 
durch Cyanwasserstoff gegen Casein bei py = 3 und 2] Stunden Spaltzeit. 

Zu den Ansaétzen I und II wurde eine Mischung von einem Teil Extrakt 
und 49 Teilen Wasser gegeben. Die Ansa&tze II] und IV erhalten dieselbe 
Verdiinnung, aber mit 0,4mg HCN pro Kubikzentimeter Verdiinnung 
{d. h. 7,5 com Extraktverdiinnung | : 25+ 1 ccm NaOH (1,2%) + 1 Tropfen 
Methylrot + 0,3 n Essigséure + Aqua dest. ad 15 cem}. 

Spaltung in Prozenten: 


ohne HCN bei Ansatz I .. 49,0 

». See we - re f 
mit HCN ,, “ tx .. . 4&8 
is HCH , os ae 5 


Ergebnis: Der Versuch zeigt, da8 Cyanwasserstoff keinen wirkungs- 
steigernden EinfluB ausiibt. 


Versuch 43 (Protokoll 86). 
Milzextrakt RI (verdiinnt 1:50) mit und ohne Cyanwasserstoff gegen 
Casein bei py 3, 24 Stunden Spaltzeit bei 37° 
Ansatz und Abnahmemethodik wie bei den vorhergehenden Versuchen. 
Die Vorbereitung der Aktivator-Fermentsysteme geschah wie oben 
angegeben. 
Resultat: Spaltung in Prozenten (nephelometrisch gemessen): 


que SiG ee Ae Bk el bk. te we eos 5 OR 
HCN ,, Pr ee ee Cs ae ee. eee 
mit 0,5mg HCN pro Kubikzentimeter bei.Ansatz III . 42,6 


15 ,, HCN ,, iF ‘we wa 
a EE i i a ee 
ates: SO io i en Te 


Ergebnis: Der Versuch zeigt, daB Cyanwasserstoff gegen Casein keine 
Aktivierung hervorruft, sondern eine deutliche der HCN-Menge pro- 
portionale Verminderung der Spaltung, deren Ursache vielleicht in einer 

















172 H. Kleinmann u. F. Werr: 


Verschiebung der Aziditaét oder Erhéhung des Salzgehalts bei der Neu- 
tralisation zu suchen ist. Das Resultat wurde durch mehrere andere Ver- 
suche bestatigt. 
Versuch 44 (Protokoll 28). 
Verhalten von Carcinomextrakt I (1:50) mit Schwefelwasserstoff gegen 
Casein bei py 3,1 und 20 Stunden Spaltzeit. 

Die tiblichen Ansaétze erhalten 4ccm einer Extraktverdiinnung |: 50 
bzw. eine solche, die folgendermaBen bereitet wurde. In eine Verdiinnung 
1:25 wurde wahrend 15 Minuten Schwefelwasserstoff eingeleitet und 
danach Luft durchgeleitet. Eine dunkle Triibung wurde durch Zentri- 
fugieren entfernt. Danach wird auf 1: 50 verdiinnt. Ferner wurde eine 
Verdiinnung | : 50 hergestellt, die aber vor dem Einleiten 30 Minuten ge- 
kocht wurde. 


Spaltung in Prozenten (Mittelwerte): 


Se cee ee ee oe eee 
ie ee Se rs Sr Ces sx 
» H,S, vorher gekocht........ 2,4 


Ergebnis: Kein EinfluB von Schwefelwasserstoff ! 


Versuch 45 (Protokoll 40). 
Verhalten von Carcinomextrakt I (1: 15) mit Cyanwasserstoff gegen Casein 
bei pu 3 und 22 Stunden Spaltzeit. 

Zu den Ansatzen I bis III wurde eine Verdiinnung 1: 50 gegeben; 
zu Ansatz IV bis VI eine solche, die 11 cem einer neutralisierten Kalium- 
Cyanidlésung (2 mg/ccm) enthalt, das sind 44 mg HCN pro 1 ccm Original- 
extrakt (1,5 mg pro 1 ecm Extraktverdiinnung). Einwirkungszeit | Stunde. 

Spaltung in Prozenten: 


onme MCN bei Aneatse [ .....-.e S168 
»o CN .,, rs ea 


0. MCH ., » ee fin See VRS 
mit HCN .,, ¥ ee ee ee ee es ks 


» SOR , ” wd. we ee o> ee 
ss mCR sz, , VI 10,2 


Ergebnis: Kein Unterschied in der Spaltung mit und ohne Cyan- 
wasserstoff ! 
Versuch 46 (Protokoli 81). 
Versuch einer Wirkungssteigerung von Milzextrakt RI durch Schwefel- 
wasserstoff gegen Serumalbumin bei py = 3, 45 Stunden Spaltzeit und 37°. 
Ubliche nephelometrische Ansétze und Abnahmen. 


Substratverdiinnung 1:5. Die Extraktverdiinnung 1:10 enthalt 
6,7 com H,S-Lésung (1,8 mg/ecm) pro 10 ccm. 


Spaltung in Prozenten: 


ohne Schwefelwasserstoff bei Ansatz I ....... 21,9 
ss ee ie - a ee oo Se! 6 ae 
mit - + a ane + 21,1 
. 3 PS - a 20,1 


Ergebnis: Bei weiteren Versuchen war gleichfalls kein Unterschied 
zu erkennen. 








in 
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Versuch 47 (Protokoll 87). 
Milzextrakt RI mit und ohne Cyanwasserstoff gegen Serumeiweif bei 
pu 3,5 und 45 Stunden und 37°. 
Die Extraktverdiinnung 1:8 enthaélt 1 mg Cyanwasserstoff pro 1 ccm. 
Substratverdiinnung |: 5. 
Spaltung in Prozenten: 


ohne Cyanwasserstoff bei Ansatz I. ...... . . 20,5 
” - -” - iL. 22,9 
mit a js a area 
’ 9s - - 4 ew << 4s te 3 Oe 


Ergebnis: Man erkennt also keine Aktivierung! 


Versuch 48 (Protokoll 143). 
EinfluB von Cyanwasserstoff auf Carcinomextrakt VII (verdiinnt 1: 10) 
bei px 3,95 gegen Serumalbumin. Spaltzeit 44 Stunden. 
Substratverdiinnung 1:3. Die Extraktverdiinnung enthalt 1,3 ecm 
Natriumcyanidlésung (1,2°,ig) und die entsprechende Menge Essigséure 
zur Neutralisation in 10 ccm. 
Ergebnis: Die Ansaétze I bis IV zeigen mit und ohne Cyanwasserstoff 
keine Spaltung. 
Versuch 49 (Protokoll 142). 
EinfluB von Schwefelwasserstoff auf Carcinomextrakt VII bei px 3,9 gegen 
Serumalbumin. Spaltzeit 24 Stunden bei 37°. 
Extraktverdiinnung 1:10 enthaélt 2ccm Schwefelwasserstofflésung 
2mg/ccm) in 10 cem Substratverdiinnung I: 2. 
Ergebnis: Die Ansatze I bis IV zeigen mit und ohne Schwefelwasserstoff 
keine Spaltung. 
Versuch 50 (Protokoll 60). 
Rindermilzextrakt RI, verdiinnt 1:60, mit Schwefelwasserstoff, gegen 
Gelatine, bei po 5,6 und 22 Stunden Spaltzeit bei 37°. 
l5cem Extraktverdiinnung enthalten 6ccm Schwefélwasserstoff- 
wasser mit 1,7 mg Schwefelwasserstoff pro 1 ccm. 


Ubliche nephelometrische Ansitze; Messung im Kolorimeter. 


Ansatz I ohne H,S........ +. 36% Spaltung 
o Oe ee a ee 
el BREE Sy es &, Bcolane, <s Te 
- eee Tee ee a ee eee 
- V ,, abgekochtem Ferment. .. 0°, a 


Unter Beriicksichtigung der entsprechenden Eichkurve und abgerundet 
betragt die Spaltung 
ohne Schwefelwasserstoff ...........etwa 40% 
mit re i 0 cote ENS oh VO £56 Be 


Ergebnis: Starke Wirkungssteigerung durch Schwefelwasserstoff. 











a ee verre er ees a 
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Versuch 51 (Protokoll 189). 
Extrakte OV (menschliche Milz), verdiinnt 1: 100 mit Schwefelwasserstoff 
und Cyanwasserstoff gegen Gelatine bei py 4 und 14 Stunden Spaltzeit. 

Die Ansaétze mit Schwefelwasserstoff enthalten fiir ein Fiinftel der 
Extraktverdiinnung geséttigtes Schwefelwasserstoffwasser. 

Die Ansétze mit Cyanwasserstoff enthalten in 10cem Extraktver- 
dinnung 1:50 4cem Natriumcyanidlésung (1,2°.,ig), welche mit Essig- 
saure gegen Methylrot neutralisiert wurde. und so viel Wasser, daB ein 
Volumen von 20 ccm entsteht. 


Mittelwerte: Ansatz I und II ohne Aktivierung. . . 0°, 
oe 5 2S ee es te 
oy ey Gp! Fates & aoe 2. FE 


Ergebnis: Schwefelwasserstoff aktiviert stark, bedeutend starker als 

Cyanwasserstoff. 
Versuch 52 (Protokoll 177). 
Organextrakt O VII (menschliches Gehirn) (1: 15) mit Schwefelwasserstoff, 
gegen Gelatine bei pq 4 und 16 Stunden Spaltzeit. 

Die Extraktverdiinnung enthalt zu ein Fiinftel ihres Volumens Schwefel- 
wasserstoffwasser (mit 2 mg H,S in 1 cem). 

Zwei Ansétze ohne H,S zeigen keine Spaltung. Zwei Ansiétze mit H,S 
geben im Mittel 18°, Spaltung. 

Ergebnis: Gelatinespaltung ist hier an die Aktivierung mit Schwefel- 
wasserstoff gekniipft. 


Versuch 53 (Protokoll 175). 
Carcinomextrakt V verdiinnt | : 60, mit Schwefelwasserstoff, gegen Gelatine 
bei px 4. 
Ergebnis: Schwefelwasserstoffmenge wie beim vorigen Versuch. 
Ansaétze ohne Schwefelwasserstoff zeigten keine Spaltung. Ansatze mit 
Schwefelwasserstoff zeigten im Mittel 23°, Spaltung. 


Versuch 54 (Protokoll 171). 
Carcinomextrakt VII (1:30) mit Schwefelwasserstoff gegen Gelatine bei 
Pu 3.9. 
Schwefelwasserstoffmenge wie bei den vorigen Versuchen. Ansatze 
ohne Schwefelwasserstoff geben keine Spaltung tiber 5%. Zwei Ansétze 
mit Schwefelwasserstoff gaben im Mittel 53°, Spaltung. 


Versuch 55 (Protokoll 189). 
Carcinomextrakt IX mit Schwefelwasserstoff und Cyanwasserstoff gegen 
Gelatine bei px 4. 
Extrakt ohne Aktivator = 1:15 verdiinnt, Extrakt mit H,S (wie 
voriger Versuch) = 1: 90, Extrakt mit HCN mit 2,2ccm NaOH (1,2°%) 
und neutralisiert = 1 : 45. 


Ansatz [! (ohne Aktivator). ....... 0% Spaltung 
% IT ( ;, o Dia « 2ipinipen tee ‘ 
Iti und TV mit HONM....... OF es 
me st. 3) °° 2 ore rere. ne 
ea ees es ee ks ee 99 








ff 


a 
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Ergebnis: Durch Cyanwasserstoff keine, aber durch Schwefelwasserstoff 
erhebliche Wirkungssteigerung. 


Versuch 56 (Protokoll 66). 


Versuch tiber das Verhalten von Schwefelwasserstoff, sowie von Schwefel- 
wasserstoff mit abgekochtem Ferment (Milzextrakt RI) (1:60) gegen 
Gelatine bei py 4. Einwirkungszeit 21 Stunden bei 37°. 

Ansitze und Abnahmen wie iiblich. 
Ansatz I: Es wurden 4ccm einer Lésung zugegeben, die 2 mg Schwefel- 
wasserstoff pro 1 ccm Wasser enthalt. 

II: 4cem folgender Lésung: Extrakt 1:30 wurde gekocht (30 Mi- 
nuten) und wieder mit Wasser auf das Anfangsvolumen ge- 
bracht; hiervon werden 5ccm mit H,S-Lésung (1,7 mg,ccm) 
versetzt und mit Wasser auf 10 ccm gebracht. 

Ergebnis: Gelatine wurde weder durch Schwefelwasserstoff allein, 
noch durch Schwefelwasserstoff mit Fermentabkochung angegriffen. 
(Kolorimetrische Spaltwerte = 0%.) 


Versuch 57 (Protokoll 316). 


Rindermilzextrakt R Vb (schwach alkalisch) mit und ohne Cyanwasserstoff 
» 


gegen Gelatine bei px 4 und 22 Stunden bei 37°. Extraktverdiinnung = 1 :25. 
Die Fermentlésung enthalt 1 mg HCN pro 1 cem Extraktverdiinnung. 
Gelatineansétze waren die tiblichen. 
Spaltung in Prozenten (Mittelwerte): 
Ansaétze ohne HCN = 61, 
% mit HCN 89. 
Ergebnis: Man erkennt, daB auch der alkalische Extrakt durch Blau- 
séure aktiviert wird. 


Versuch 58 (Protokoll 138). 


Rindermilzextrakt RII nach 4 Stunden bei 37°, gegen Gelatine, bei pu 4 
mit 1, 10 und 99 % frisch gesaéttigtem Schwefelwasserstoffwasser (2,2 mg/cem) 
in der Extraktverdiinnung. 


Extraktverdiinnung = 1: 100. 


Ansatz I) leem Extrakt + 99cem H,S-Lésung (= 218mg (52°, Spaltung 
IT} H,8 in 100cem H,O) 151% 
III) leem Extrakt + 10cem H,S-Lésung + 89cem (51°, 


-r oO 
ri 


- IV} H,O (= 22 mg H,S in 100 ccm) (55 


V\ leem Extrakt+1leem H,S-Lésung + 98cecm {33 °, 
v1 H,O (= 2mg in 100 ccm 29% 


o 
( 


T : s 
o vail ohne H,S (1 ccm Extrakt + 99 cem H,0O) 9°, 
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Versuch 59 (Protokoll 38). 


Wirkung von Milzextrakt RI, 1:50, mit variierter Cyanwasserstoffmenge 
auf Gelatine bei pu etwa 3,5 und 21 Stunden Spaltzeit. 


Ansdtze I und II: ohne HCN. 

Ansdtze III] und IV: mit 0,5 mg HCN pro 1 cem Extraktverdiinnung, 
d.h. 7.5cem Extraktverdiinnung 1:25 + 7.5mg HCN ( leem NaCN- 
Lésung, 1,2 ° ig) + Aqua dest. zu liccm. 
15mg HCN pro | cem Extraktverdiinnung, 


Ansdtze V und VI: mit 
5 + 22,4mg HCN (= 3cem obiger Lésung). 


d.h. 7,5cem Extrakt 1: 2/ 

Methode: In Reagenzglaiser wurden die oben angegebenen Kubik- 
zentimeter NaC N-Loésung gegeben; dazu ein Tropfen Methylrot und mit 
n Essigséure (0,3 bzw. 0,9 cem) neutralisiert ; dazu die angegebenen Kubik- 
zentimeter Extraktverdiinnung 1:25; das ganze wird mit Wasser auf 
15cem gebracht. 

Auf diese Weise wurde bei neutraler bzw. fast neutraler Reaktion 
gearbeitet, wobei zu beriicksichtigen ist, daB der Salzgehalt gegeniiber den 
Ansatzen ohne Cyanwasserstoff ein wenig héher ist. 


Spaltung in Prozenten (kolorimetrisch gemessen) : 


MITE, 6 os es ee 0 a ek woe ws 3 Oe. «62 

« 2Cn- She ee Ts oa Oh MAIN bat [I 9,4 
mit 0,4mg HCN pro Kubikzentimeter Extrakt- 

a I{I 41,9 


mit 0,5cem HCN pro Kubikzentimeter Extrakt- 
verdiinnung Pw ech. ee P 4 
mit 1,5cem HCN pro Kubikzentimeter Extrakt- 
verdiinnung Seat ie eis Ao 
mit 15mg HCN pro Kubikzentimeter Extrakt- 
verdiinnung 
Diese Zahlen sind entsprechend der Eichkurve um etwa 10°, ihrer 
Werte zu erhéhen. 
Ergebnis: Der Versuch zeigt, daB mit steigender Cyanwasserstoffmenge 
die Aktivierung gegen Gelatine zunimmt. 
Das Maximum der HCN-Menge ist aus technischen Griinden nicht 
feststellbar ! 
Versuch 60 (Protokoll 180). 


Carcinomextrakt II, IVb, VI, VII, VIII und IX, verdiinnt 1:15, unter 
Zusatz von Blauséure gegen Gelatine bei pa 4 und einer Spaltzeit von 
20 Stunden. 

Ansiitze wie iiblich. 

Blausdévremenge: 1 ccm Extrakt -+ 7,5 cem NaCW (1,2°,) neutralisiert 
mit n Essigséure, und mit Wasser auf liccm gebracht (entspricht etwa 
3mg HCN pro |lcem Extraktverdiinnung). 

Ergebnis: Vier Extrakte zeigten keinerlei Spaltung, zwei Extrakte 
Spaltungen, jedoch unterhalb 10° 
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Versuch 61 (Protokoll 74a und 76). 
Verhalten von Milzextrakt RI mit und ohne Schwefelwasserstoff gegen 
Gelatine bei verschiedenen Aziditéten. Extraktverdiinnung | : 50, Spaltzeit 
22 Stunden. 


Ansatze und Abnahmen wie iiblich. Messung geschah im Kolorimeter. 
Alle Spaltwerte sind entsprechend einer Eichkurve erhoht und abgerundet. 





Spaltung in ‘ 


Ansatz PH Shure bzw. Laage (fir py) (——________ — 
ohne H,S mit H,S 
I 2,1 2 ccm Eisessig 3 3 
II 3,1 15 , n Essigsaure 9 40 
Il 3,4 OS . a2 ‘ 16 67 
IV 3,9 02, n - 23 92 
V 5,2 0.2, n/100 NaOH 93 


Versuch 62 (Protokoll 72). 

Versuch iiber den Einflu8 einer Inkubationszeit auf die Wirkung des 
Schwefelwasserstoffs auf Rindermilzextrakt RII, verdiinnt 1: 50, gegen 
Gelatine bei px 3 und 22 Stunden Spaltzeit. 

Teilweise wurde das Ferment gleich nach der Zugabe von Schwefel- 
wasserstoff, teilweise erst 1 Stunde nach Zugabe von Schwefelwasserstoff 
zu den Ansétzen gegeben. 


Spaltung in Prozenten (Kolorimeter): 


ohne Inkubationszeit bei Ansatz I... .. . . 28,8 
ii - ; es & ety “ae 4 a 
mit = ee és 
“ its ‘a - |. Sa ee 


Ergebnis: Die Werte zeigen, daB es gleichgiiltig ist, ob man das 
Extrakt-H,S-Gemisch sofort oder erst nach einiger Zeit zu den An- 
saétzen gibt. 

Versuch 63 (Protokoll 228). 
Versuch iiber den EinfluB einer Inkubationszeit bei Aktivierung von Milz- 
extrakt RIITa, verdiinnt 1:50, mit Blauséure gegen Gelatine bei px 4 
und 20 Stunden Spaltzeit. 


Ansaétze wie iiblich. Cyanwasserstoffmenge = 2,4mg pro lecm 
Extraktverdiinnung. 
ohne Inkubationszeit bei Ansatz I 26,7°., Spaltung 
es ie és rn II 26,9 °, 
bei Inkubationszeit von 30 Minuten bei Ansatz III 25,2° a 
oe » ww» W=259% , 


. .? 


Ergebnis: Man erkennt, daB es gleichgiiltig ist, ob man die Extrakt- 
verdiinnung sofort oder erst nach einer gewissen Einwirkungszeit den An- 


satzen zusetzt. 
Biochemische Zeitschrift Band 241. 12 
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Versuch 64 (Protokolle 61, 91 und 95). 
Milzextrakt RP I bei verschiedenen Verdiinnungen mit und ohne Schwefel- 
wasserstoff gegen Gelatine bei py 5,2 und 18 Stunden Spaltzeit. 

Die Ansétze wurden nach der iiblichen Methodik hergestellt. Kontroll- 
ansaétze mit abgekochter Extraktverdiinnung zeigten keine Spaltung. Die 
Schwefelwasserstoffmenge betrug 20°, H,S-Wasser (geséttigt) in der 
Extraktverdiinnung. Die Messungen geschahen kolorimetrisch. Alle Werte 
sind entsprechend einer Eichkurve erhéht und auf halbe Zehner abgerundet. 








Extrakt- Spaltung in °/) Mittelwerte Extrakt- Spaltung in °/) Mittelwerte 
verdiinnung ohne H28 mit H,S verdiinnung ohne H,5S mit H,S 

1: 30 75 100 1: 300 0 85 

1: 60 40 100 1: 600 0 50 

1: 120 10 95 1: 1000 0 0(?) 

1: 180 5 90 





Versuch 65 (Protokollausziige 138, 164 und 165). 
Milzextrakt FR [I bei verschiedenen Verdiinnungen mit und ohne Schwefel- 
wasserstoff gegen Gelatine bei px 4 bis 4,1 und 20 Stunden Spaltzeit, bei 37°. 


“7 . ° oe 
Ubliche Ansétze und Abnahmen. 20°, der Fermentverdiinnungen 
sind H,S-Wasser mit etwa 2 mg in 1 cem. 





Extrakt- Spaltung in °/, Mittelwerte 
verdiinnung ohne H,S mit H,S 

1 15 39 | 

1 20 28 

1: 80 29 100 

1: 100 9 | 

1: 200 0 

1: 360 0 90 

1: 600 | 44 

1: 1200 23 


Versuch 66 ( Protokoll 225). 
Milzextrakt R [Ila bei hohen Verdiinnungen, aktiviert mit Schwefelwasser- 
stoff gegen Gelatine bei px 4 und 20 Stunden Spaltzeit. 
Ubliche Gelatineansitze. Ein Viertel der Extraktverdiinnung ist 
Schwefelwasserstoffwasser. 





Ansatz a _—" Mittelwert 
I ~ 48 
II 1: 690 38 43 
III : 19 
IV 1: 1200 91 20 
V ‘ 9,5 
VI 1: 1800 13 11 


Saémtliche Werte sind nach der Eichkurve bereits erhéht worden. 


Unaktiviert: Extrakt R IIa, verdiinnt 1:25 = 25°, Spaltung. 
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Versuch 67 ( Protokolle 228, 224, 230 und 231). 


Milzextrakt RIIla bei verschiedenen Verdiinnungen gegen CGelatine in 
verschiedenen Konzentrationen bei pq 4,1 und 20 bis 23 Stunden Spaltzeit 
bei 37°. Aktiviert mit Schwefelwasserstoff. 

Ubliche Gelatineansaétze. Die Abnahmen wurden nachtraglich ent- 
sprechend wieder so verdiinnt, als ob sie aus Ans&étzen mit sonst tiblicher 
Gelatinemenge stammen. Ein Viertel der Extraktverdiinnung war ge- 
sittigtes Schwefelwasserstoffwasser. 





Konzentration der 


angewandten Gelatine- Extraktverdiinnung 


lésung 7 
0), 1:50 1: 60 1: 80 1: 100 
3 100 100 95 93 | 
5 100 100 87 78 PH 4 bis 4,1 
10 67 65 55 ya 
20 22 15 ger. als 10 PH 3,7 


Samtliche Werte sind Mittel aus Parallelen, die gut iibereinstimmen 
und sind bereits nach der Eichkurve erhéht worden. 


j 


Versuch 68 (Protokolle 312 und 313). 


Rindermilzextrakt R Va (1:50) mit und ohne Schwefelwasserstoff gegen 
Edestin bei px 4,1 und 24 Stunden Spaltzeit bei 37°. 
Ubliche Edestinansaétze. Ein Viertel der Extraktverdiinnung ist 
Schwefelwasserstoffwasser. 
Ansatz I ohne H,S = 52,0°, Spaltung 
9 II , H,S = 54,4% - 
9s III mit H,S = 53,4% 
a IV , H,S = 54,5% 
Ergebnis: Man erkennt keine Wirkungssteigerung. 
Versuch einer Wirkungssteigerung bei py 8, Extraktverdiinnung 1: 25. 
Versuchsbedingungen und H,S-Mengen wie oben. 
Ergebnis: Keiner der Ansétze mit und ohne Schwefelwasserstoff zeigte 
eine Spaltung. 


Versuch 69 ( Protokoll 314). 


Rindermilzextrakt R Va, verdiinnt 1:5, mit und ohne Schwefelwasserstoff 
gegen das Eiweif des Extrakts bei pa 4.3 und 22 Stunden Spaltzeit. 
Temperatur 37°. 

Die Herstellung der Ansaétze geschah, wie in dem Kapitel II, 2, Methodik, 
beschrieben. 
Spaltung in Prozent (Mittelwerte aus je zwei Parallelen): 
eee a a ee 
ee ee a ee 


Ergebnis: Man erkennt keine Wirkungssteigerung. 


12* 
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Versuch 70 (Protokoll 298a). 


Rindermilzextrakt R Va (1:25) gegen Gelatine bei py 8 und 20 Stunden 


Spaltzeit. 
Aktivierung mit Schwefelwasserstoff. Es wurde in Parallelen ge- 
arbeitet. 
Ergeinis: Die Ansitze mit und ohne Schwefelwasserstoff zeigten Auf- 


spaltungen der Gelatine zu 15 bis 20°, eine Wirkungssteigerung der 
Tryptase fand nicht statt. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft ausgefihrt. 








nm 








Untersuchungen iiber tierische Gewebsproteasen. 


V. Mitteilung: 
Uber proteolytische Fermente in menschlichen bésartigen Geschwiilsten, 


Von 


Hans Kleinmann und Fritz Werr. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 6. August 1931.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


/11. Qualitativer Vergleich der Tumorproteinasen mit Organproteinasen. 
4. Verhalten bei adsorptiver Abtrennung und Reinigung. 


Im folgenden Abschnitt soll gezeigt werden, daB auch im Verhalten 
bei Adsorption und Elution sich Kathepsin aus Tumoren vollkommen 
analog verhalt wie Organkathepsin. Die verschiedenen verglichenen 
Fermentlésungen zeigten stets tibereinstimmend, daB sich aus leicht 
sauren Extrakten Kathepsin durch Adsorption an Kaolin entfernen 
laBt, worauf das Ferment aus dem Adsorbat durch schwach alkalische 
Eluentien zum Teil wieder eluiert werden kann. Auch die aus den 
verschiedenen Extrakten gewonnenen Eluate zeigten das gleiche tiber- 
einstimmende Verhalten, sei es hinsichtlich ihrer Aktivierbarkeit, sei 
es der Form ihrer pg-Optimumkurven. 

Mit Riicksicht auf den Umfang vorliegender Untersuchung kénnen 
fiir die Untersuchung nur immer einzelne Beispiele als Beleg angefiihrt 


werden. 


a) Allgemeines Verhalten der verglichenen Organextrakte und Tumoresxtrakte 
bei Adsorption und Elution. 


Extrakte aus Tumoren lassen sich ebenso trennen und reinigen 
wie Extrakte aus Organen. Es besteht prinzipiell kein Unterschied. 
Einer fraktionierten Adsorption und Elution sind lediglich insofern 
bei den Tumorextrakten Grenzen gesetzt, daB bei ihrem geringen 
Fermentgehalt die Spaltungsausschlage der Eluate gering und damit 
die méglichen MeBfehler groB werden kénnen. 
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Der Versuch 70 zeigt das Verhalten eines Tumorextrakts (X) 
nach zweimaliger Adsorption und einmaliger Elution. Eine gut 
meBbare Menge des katheptischen Enzyms gelangte in das Eluat, 
wahrend die gleichzeitig angestellte Priifung auf Ereptase (siehe 
Versuch 72) zeigen konnte, daB das Eluat in bezug auf dieses Ferment 
nur noch Werte liefert, die innerhalb des Titrationsfehlers der Methode 
von Linderstrém-Lang liegen. In der Restlésung konnte dagegen eine 
ereptische Wirkung auf die beiden zur Verwendung gelangten Substrate 
Glyeyl-Glycin und Leucyl-Glycin nachgewiesen werden. Durch wieder- 
holtes Adsorbieren laBt sich der Kathepsingehalt der Restlésung all- 
mahlich verringern. 

Die Verhaltnisse bei adsorptiver Abtrennung entsprechen in 
qualitativer Hinsicht vollstaéndig denen, wie sie Kleinmann und Stern 
bei den Extrakten aus Rindermilz beobachten konnten und nach deren 
Methode auch hier gearbeitet wurde (vgl. auch Kap. II, 3). 

DaB es sich hierbei tatsachlich um Reinigungen handelt, geht 
zunachst aus der Abtrennung der Ereptase hervor. Des weiteren 
konnten Kleinmann und Stern (7) zeigen, daB bei Adsorption und 
Elution der Reinheitsgrad gegeniiber ungereinigtem Milzextrakt um 
etwa das 2'/,fache (und gegeniiber der nicht sicher bekannten Kon- 
zentration in der Organtrockensubstanz um etwa das 20fache) ge- 
steigert werden kann. 


b) Optimum-py-Kurven der gereinigten Fermentlosungen. 
Kleinmann und Stern (7) hatten gezeigt, daB Eluate aus Kathepsin- 
adsorbaten, die aus Milzextraktlésungen gewonnen waren, die gleiche 
pu-Optimumkurve aufwiesen wie die Rohextrakte. Hierbei hatte es 


& 
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Abb. 1. 
Optimum -py-Kurve von ge- 
reinigtem Milzextrakt gegen 
Casein als Substrat. 


Caseinspaltung in % 
%S & & 
Ss 8 
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den Anschein, als ob die ganze Kurve bei den Eluaten etwas nach der 
sauren Seite hin verschoben war, doch war diese Anderung nur un- 
betrachtlich und die Kurvenform als solche durchaus erhalten. 


Die Ergebnisse von Kleinmann und Stern konnten, was nicht 
besonders protokollmaBig belegt werden soll, durchaus bestatigt werden. 
Es sei lediglich die Kurve (Abb. 1) des Versuchs 71 wiedergegeben, 
die das Verhalten eines Eluats von Rindermilz-Fermentadsorbaten 
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gegen Casein zeigt. AuBer den bekannten Kathepsinoptima erkennt 
man auch ein kleines Optimum im tryptischen Gebiet. 

Des weiteren wurden nun pxg-Optimumkurven mit Eluaten aus 
Kaolinadsorbaten gegen Casein angestellt, die aus Carcinomextrakten 
(Versuch 73 und Sarkomextrakt X, Versuch 74) gewonnen waren. 
Die Abb. 2 und 3 veranschaulichen die Versuche. 

Sie zeigen, daB auch gereinigte Tumorfermentlésungen die Form 
der px-Optimumkurven, wie sie die Rohextrakte geben, durchaus 
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Abb. 2. Abb. 3*. 
Optimum-py-Kurve von gereinigtem Optimum-py-Kurve von ge- 
Carcinomextrakt VII gegen Casein als reinigtem Sarkomextrakt 
Substrat. gegen Casein als Substrat, 


bewahren. Beide Kurven zeigen die fiir Caseinumsitze charakteristi- 
schen Optima bei px etwa 3,1 und 5,1 bzw. 5,4 und die Einsenkung 
dazwischen. 

Ob die ganze Kurve ein wenig nach der sauren Seite hin verschoben 
ist, kann aus diesen Versuchen nicht geschlossen werden, da hierzu 
zahlreiche Versuchspunkte notwendig waren. Dagegen zeigen die 
Versuche, daB das Verhalten gereinigten Tumorkathepsins das gleiche 
ist wie das des Organkathepsins. DaB die Eluate aus Tumorferment- 
adsorbaten kein Trypsin zeigen wie bei der Rindermilz, entspricht 
den quantitativen Verhaltnissen. Die Eluate aus Rindermilz zeigen 
fiir Kathepsin optimal 52°, EiweiBspaltung, fiir Trypsin etwa 10°). 
Bei ?/, bis '/, so starken Tumorextrakten fallt die Trypsinmenge unter 
die Nachweisbarkeit. 

Ein entsprechendes Bild geben gereinigte Organextraktlésungen 
mit Gelatine als Substrat. Auch hier andert die Reinigung nicht oder 
nur um ein Geringes die Lage der py-Optimumkurve. Tumoreluate 
spalten ebenso wie die Rohextrakte Gelatine nicht. 


c) Aktivierungsverhalten der gereinigten Fermentlésungen. 


Fiir Milzextrakte hatten Kleinmann und Stern gezeigt, daB die 
gereinigten Eluate die gleiche Aktivierbarkeit gegen Schwefelwasser- 
stoff aufweisen wie die Rohextrakte. Dagegen zeigte sich ein deutlicher 
Unterschied der Eluate zu den Rohextrakten im Verhalten gegen 


* Der MeBpunkt bei 5,3 px betragt nicht 18 sondern 36°/,. 
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Cyanwasserstoff. Wahrend die Rohextrakte durch Cyanwasserstoff 
gegen Gelatine aktivierbar waren, lieBen sich die Eluate niemals durch 
Cyanwasserstoff aktivieren. Diese Befunde werden durch die Ver- 
suche 75 und 76 bestatigt. 

Versuch 75 zeigt (s. Abb. 4), daB sowohl die Restlésung, die nach 
zweimaliger Adsorption noch proteinasehaltig war, als auch die Eluate 
stark durch Schwefelwasserstoff aktiviert werden konnten. 

Als Substrat muB wie stets bei Aktivierungsversuchen Gelatine 
angewandt werden. 

Versuch 76 prift die Aktivierbarkeit von Restlésung und Eluat 
gegen Cyanwasserstoff. Wahrend die Restlésung durch Cyanwasser- 
stoff aktivierbar ist, wird das Eluat nicht aktiviert. 
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Versuch 77 bestatigt diesen Versuch und somit die Ergebnisse 
von Kleinmann und Stern. Nunmehr wurden Aktivierungsversuche 
mit gereinigten Tumorextrakten angestellt. 

Versuch 78 zeigt, daB Restlésungen und Eluat von Carcinom- 
extrakten an sich zu wenig Proteinase enthielten, um aktiviert eine 
Gelatinespaltung zu erreichen. 

Wahrend in der Restlésung so wenig Ferment vorhanden war, 
daB auch mit Schwefelwasserstoff eine Spaltung nicht nachweisbar 
wurde, konnte mit dem Eluat durch Schwefelwasserstoff doch eine 
Spaltung von etwa 10°, erreicht werden. Versuch 79 zeigt an einem 
Extrakt, der gréBere Fermentmengen enthielt, die Aktivierbarkeit 
der Eluate noch ausgepragter. 

Des weiteren zeigt er noch, dab Tumoreluate ebenso wie Organ- 
eluate gegen Casein durch Schwefelwasserstoff nicht aktivierbar sind. 


lV. Quantitativer Vergleith der Tumorproteinasen mit Organproteinasen. 


In den vorangehenden Abschnitten war versucht worden, den 
Nachweis zu fiihren, daB in Tumoren qualitativ véllig die gleichen Pro- 
teinasen vorhanden sind wie in normalen tierischen Geweben. Dieser 
Beweis beruhte darauf, daB hinsichtlich ihres kinetischen Verhaltens, 
hinsichtlich der Angreifbarkeit verschiedener Substrate, der Aziditats- 
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optimumkurven und hinsichtlich ihres Aktivierungsverhaltens die 
Tumorproteinasen mit Proteinasen aus anderen normalen tierischen 
und menschlichen Organen identisch sind. 

Es hatte sich ergeben, daB ebenso wie in tierischen und mensch- 
lichen Geweben verschiedenster Herkunft, so auch in malignen Tumoren 
vor allem Kathepsin vorhanden ist. Daneben scheint in weit geringerer 
Menge auch Trypsin vorhanden zu sein. 

Im folgenden Abschnitt wird nun die Frage bearbeitet, in welchem 
Verhaltnis, quantitativ betrachtet, Proteinasen aus malignen Tumoren 
zu Proteinasen normaler Gewebe stehen. Besteht doch seit den Unter- 
suchungen, die eine gesteigerte Autolyse in Tumoren annehmen, die 
Ansicht, daB Tumoren einen erheblicheren Fermentgehalt aufweisen 
als andere Gewebe. Und fiihrt doch diese Ansicht zwangsliufig zu 
der Vermutung, da das Wachstum der Tumoren in Beziehung zu 
ihrem Fermentgehalt steht. Und wenn auch qualitativ die gleichen 
Fermente wirksam sind, so ware es doch denkbar, daB grundlegende 
Unterschiede in der Menge der Fermente bestimmend fiir die Eigen- 
schaften der Tumoren sein kénnen. 

Und schlieBlich, wenn auch die absolute Menge der vorhandenen 
Fermente in Tumoren nicht von derjenigen normaler Gewebe abweicht, 
so ware doch vielleicht die Menge der in aktivem Zustande vorhandenen 
Proteinasen nicht gleichgiiltig. 

Diese Meinung ist ja, wie in Abschnitt I gezeigt, gerade von Wald- 
schmidt-Leitz fiir die Erklarung der Tumorenentwicklung herangezogen 
und mit den bei der Girung entstehenden ,,aktivierenden Komplexen“ 
verkniipft worden. 

Daher ist in den folgenden Untersuchungen versucht worden, nicht 
allein die Fermentmenge schlechthin, sondern auch die in den Ex- 
trakten vorhandene Menge aktiven und noch aktivierbaren Ferments 
zu bestimmen. 

Bei dem Versuch, derartige quantitative Vergleiche verschiedener 
Gewebe bzw. verschiedener Extrakte ungleicher Fermentkonzentration 
durchzufiihren, ergaben sich wesentliche Schwierigkeiten. 

Es ist kaum méglich, die Wirksamkeit eines Extrakts oder sonstigen 
Praparats in Werten eines absolutén MaBsystems auszudriicken, die 
unabhangig von der Methode sind. 


Waldschmidt-Leitz hat die Wirksamkeit seiner Extrakte derart 
ermittelt, daB er dieselben bei optimaler Wasserstoffionenkonzentration 
unter genau festgelegten Versuchsbedingungen auf eine bestimmte 
Menge Gelatine wirken lieB und die Menge durch die Fermentwirkung 
frei gelegter Aminogruppen zur Messung benutzte. Auf diese Weise 
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lassen sich zwar ibereinstimmende Parallelwerte und untereinander 
vergleichbare Resultate erhalten. Aber alle Zahlen gelten allein fiir 
dieses System, fiir das nicht allein die Wasserstoffionenkonzentration, 
sondern Fermentkonzentration (in gewissen Grenzen), Reaktions- 
volumen, Salz- und Glyceringehalt, Fermentsubstratverhaltnisse u. a.m. 
bestimmend sind. 

Bei Anwendung anderer Methoden andern sich diese Verhaltnisse 
durchaus. Und zwar treten nicht nur bekannte und gleichsinnige 
Anderungen wie z. B. gréBere Umsitze durch Verringerung der absoluten 
Substratmenge (Fortfall starker Glycerin- und Elektrolytkonzentra- 
tionen) auf, sondern es sind prinzipiell neue Erscheinungen zu beob- 
achten. 

So konnte — wie in Abschnitt III dargelegt wurde — gezeigt 
werden, daB das Aktivierungsverhalten von Fermentextrakten weit- 
gehend von der Verdiinnung abhangig ist. Da unter den Versuchs- 
bedingungen von Waldschmidt- Leitz iberhaupt nicht mit vollaktivierten 
Lésungen gearbeitet werden kann, so sind auch alle Ergebnisse itiber 
die vorhandenen Mengen aktivierten und unaktivierten Ferments nur 
mehr bedingt zu verwerten. . 

Auch hat es sich des weiteren gezeigt, dab iiberhaupt der Begriff 
aktiviertes und unaktiviertes Ferment von der angewandten Methode 
abhangig ist. Er gilt, wie unsere Versuche zeigten, iiberhaupt nur fiir 
die Anwendung von Gelatine als Substrat und fallt fort, wenn andere 
Substrate angewandt werden. 

Um nun tiberhaupt die bisherigen Angaben der Literatur mit denen 
dieser Arbeit vergleichen und in Beziehung bringen zu kénnen, wurde 
folgender Weg gewahlt. Es wurde der Vergleich von Tumorextrakten 
und normalen Gewebsextrakten mittels der nephelometrischen Methodik 
gleichmaBig durchgefiihrt. Die Umsitze der nephelometrischen 
Spaltung wurden aber durch empirische Eichung in Beziehung zu den 
Einheiten Waldschmidt-Leitz gebracht, so daB mit den gegebenen 
Einschrinkungen unsere Ergebnisse mit den Einheiten der Makro- 
methoden ausgedriickt werden kénnten. 

Praktisch wurde folgendermaBen verfahren: Milzextrakte, von 
denen leicht geniigende Mengen beschaffbar waren, wurden nach der 
Methode von Waldschmidt-Leitz ausgewertet. 

Nach der Definition dieses Autors entspricht einer K(e) ein 
Zuwachs von 0,9 ccm 0,2 n NH, pro 0,18 g Gelatine unter den gegebenen 
Versuchsbedingungen bei einer Spaltung von 24 Stunden und bei 30°. 

Diese Einheiten wurden an den Milzextrakten ermittelt, sowohl 
in unaktiviertem, nativem, wie auch in mit Schwefelwasserstoff akti- 
viertem Zustande. Die Differenz beider Zahlen ergibt die unaktiv 
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vorhandenen, also aktivierbaren Fermentmengen. Aus technischen 
Grinden (um gréBere Ausschlige zu erhalten und den Vergleich ver- 
schiedener Methoden bei gleicher Spalttemperatur vornehmen zu 
kénnen) wurde aber nicht bei 30, sondern 37° gearbeitet und zu der 
Umrechnung der Ergebnisse auf die Originaleinheiten ein Temperatur- 
koeffizient angewandt (vgl. AKleinmann und Stern). Da es sich um 
Bestimmungen der GréBenordnung handelt, konnten kleine Fehler 
und Schwankungen dieses Koeffizienten bei den abgerundeten Werten 
vernachlassigt werden. Es geniigt, die Zahl der bei 37° erhaltenen 
K(e) durch 2 zu dividieren, um praktisch den Wert der Original- 
einheiten zu erhalten. 

Bezieht man die gefundenen Kathepsineinheiten auf die Gewichts- 
einheit der Trockensubstanz des Extrakts, so erhailt man den Kathepsin- 
wert K(w). Mit diesen Messungen ist zunichst der Milzextrakt nach 
Waldschmidt-Leitz ausgewertet. Mit ihm kénnen nunmehr Spaltungen 
nach der nephelometrischen Methode durchgefiihrt werden. 

Da die Extrakte gegen Gelatine nach Waldschmidt-Leitz geeicht 
sind, so ist es sinngemaB, auch fiir die nephelometrische Methode 
zunaichst Gelatine als Substrat zu benutzen. Es kann nun gezeigt 
werden, daB unter den Bedingungen der nephelometrischen Analyse 
bestimmte Gelatineumsatze durch Extraktmengen erfolgen, deren 
Kathepsingehalt nach der urspriinglichen Eichung in Einheiten Wald- 
schmidt-Leitz ausdriickbar ist. Zur bequemeren Rechnung wurde die 
EKinheit in 1000 kleine Einheiten mk(e) zerlegt. Die erhaltenen 
mk(e)-Werte kann man auf die Gewichtseinheit (g) des Trocken- 
riickstands des Glycerinextrakts beziehen (s. S. 126). 

Entsprechende Werte erhalt man, wenn man die K(e) statt 
auf Trockensubstanz auf die Gewichtseinheit (g) des frischen Organs 
oder Gewebes bezieht, K,(w). 

Ist die nephelometrische Spaltung nunmehr durch den ‘nach Wald- 
schmidt-Leitz ausgewerteten Milzextrakt gewissermaBen geeicht, so 
kénnen nephelometrisch gemessene Spaltungen unbekannter Extrakte 
leicht auf die Waldschmidt-Leitz-Einheiten umgerechnet werden. Es ist 
selbstverstandlich, daB der Vergleich der beiden Methoden nicht nur 
mit Gelatine als Substrat der nephelometrischen Analyse erfolgen 
kann. Der einmal geeichte (mit Gelatine nach Waldschmidt- Leitz) 
Milzextrakt kann auch nephelometrisch gegen Casein oder ein anderes 
Substrat ausgewertet werden. Es muB dann nur die Messung des 
unbekannten Extrakts gegen das gleiche Substrat erfolgen. 


Die Benutzang anderer Substrate als Gelatine bietet nicht nur 
eine Bestatigung und Erganzung der an Gelatine gewonnenen Ergebnisse, 
sondern hat auch andere Vorteile. 
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Die Caseinmethode ist nicht nur zuverlassiger als die Gelatine- 
methodik, sondern Tumorextrakte greifen unaktiviert Gelatine zu 
wenig an. Schon aus diesem Grunde muBten die Eichungen auch an 
Casein als Substrat durchgefiihrt werden. 

Es werden also im folgenden Standardextrakte nach Waldschmidt- 
Leitz aus Rindermilz sowohl gegen Casein, als auch, aktiviert und 
unaktiviert, gegen Gelatine ausgewertet. Die gefundenen Werte werden 
mit solchen ihrer Konzentration nach unbekannten Extrakten ver- 
glichen und diese dadurch ausgewertet. 

Es ist selbstverstandlich, daB bei diesem Vorgehen Fehlerméglich- 
keiten gegeben sind. 

Es muB jedoch betont werden, daB es bei der ganzen Unter- 
suchung nicht darauf ankam, Abweichungen von einigen Prozenten 
darzustellen. Vielmehr lag uns daran, Gréfenordnungen festzulegen. 
Wenn tatsachlich Beziehungen zwischen Proteinasengehalt und Wachs- 
tum bei Tumoren bestehen, so miissen diese Beziehungen auffallend 
sein. Nur wesentliche Unterschiede im Fermentgehalt berechtigen, 
SchluBfolgerungen zu ziehen. 

Und bei diesen Feststellungen spielen die hier méglichen Fehler 
nur eine untergeordnete Rolle. 

Im folgenden sei nun das Vorgehen bei den Auswertungen naher 


dargestellt. 


a) Auswertung von Rindermilzextrakten nach Waldschmidt- 
Leitz. 

Zunichst sei als Beispiel die Eichung von Rindermilzextrakten 
nach Waldschmidt-Leitz gegeben. Es ware vielleicht noch angenehmer 
gewesen, fiir die spitere nephelometrische Bestimmung von Carcinom- 
extrakten die nephelometrische Methode an Carcinomextrakten, die 
nach Waldschmidt-Leitz untersucht worden waren, zu standardisieren. 
Aber die geringe Menge dieser Extrakte machte dies meist unméglich. 
Auch konnte, da ja schlechthin ein Vergleich nach Kathepsineinheiten 
erfolgen sollte, kein Fehler darin gesehen werden, die Ausgangslésung 
fiir die Eichung beliebig zu wahlen. 

Das folgende Protokoll zeigt das Vorgehen bei der Auswertung. 


Bestimmung der Kathepsineinheiten nach Waldschmidt-Leitz. 
Methode: van Slyke. 


(Protokoll 112a.) 


Rindermilzextrakt RII, unaktiviert gegen Gelatine. 
Ansatz: 10cem Extrakt + 0,9cem n Essigséure - 5cem Gelatine 
(8%ig) + 4,lcem Wasser = 20ccm Reaktionsvolumen. 
Genaue Beschreibung der Methode s. Kapitel IT, 2. 
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Reaktionszeit 24 Stunden, Temperatur 37°, po = 4,1, Abnahmen 
= ] cem. 
Leerwerte: Anfang 0,300 ccm N,, 
Ende 0,256 ,, Nz. 
Luftdruck: Anfang 741 mm, 
Ende 743 
Temperatur: Anfang und Ende 20°. 
Spaltversuche: Zuwachs Kubikzentimeter Stickstoff bei 
Ansatz I 0,976 = 0,530 mg Amino-N 
I] 1011 = 0,549 


Ill 0,951 = 0,505 ,, 
Zuwachs Aminostickstoff im Mittel = 0,528 mg, 
0,2n NH, pro 9eem Ansatz = 1,69 cem. 


Diesen Werten entspricht ein Gehalt des nichtaktivierten Milzextrakts 
von 210 mk(e). 
( Protokoll 112b.) 
Bestimmung der Kathepsineinheiten nach Waldschmidt-Leitz. Rindermilz- 
extrakt RII, aktiviert durch Einleiten von H,8. 
} 
Ansatzmethodik wie beim vorigen Versuch. 
Schwefelwasserstoff wurde 30 Minuten in die Ansatze eingeleitet. 
Reaktionszeit 24 Stunden, Temperatur 37°, py = 4,1. 
Leerwerte: Anfang 0,269 ccm Ng, 
Ende 0,255 ,, N, im Mittel. 
Luftdruck: Anfang 744mm, 
Ende _ 741 ,, 
Temperatur: Anfang und Ende 21°. 


Spaltversuch : 


Nullwert im Mittel - 1,395eem N, 
Endwert .,, - = 3,370 ,, N, 
Zuwachs Aminostickstoff = 1,066 mg 


0,2n NH, pro 9cem Ansatz 3,41 cem 


Daraus: Extrakt II + H,S = 420 mk(e). 


Die Auswertung dieses Milzextrakts wird gegeben, weil er vor- 
ziiglich bei den folgenden Auswertungsversuchen als geeichter Standard- 
extrakt benutzt wurde. Er enthalt nach dem _ Versuchsprotokoll 
unaktiviert 210 mk(e). 

Bei dieser Angabe ist zu beriicksichtigen, daB die erhaltenen 
Spaltwerte nicht allein aus der Gelatine als Substrat resultieren, sondern 
auch aus dem EigeneiweiB des Fermentextrakts stammen. 


Bei dem Extrakt RI, bei dem die Messung des Eigeneiweib- 
abbaues durchgefiihrt wurde, zeigte es sich, daB der Abbau des Eigen- 
eiweiBes rund 34°, der Gesamtaminostickstoffmenge betrug. Da aber 
bei den Arbeiten von Waldschmidt-Leitz der EigeneiweiBabbau bei der 
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Berechnung der Enzymeinheiten nicht beriicksichtigt wurde, wurde 
auch hier die gesamte Aminostickstoffmenge der Berechnung zu- 
grunde gelegt. Der Versuch zeigt die Auswertung des gleichen 
Milzextrakts nach Waldschmidt-Leitz nach erfolgter Aktivierung durch 
Schwefeiwasserstoff. Der Extrakt zeigt nunmehr einen Gehalt von 
420 mk(e). Die Wirkungssteigerung betrug also fast genau 100°,. 


Die folgende Tabelle gibt eine Zusammenstellung der nach Wald- 
schmidt - Leitz untersuchten Rindermilzextrakte. Samtliche Werte 
sind mk(e)-Zahlen pro 1 cem Originalextrakt, bestimmt nach Wald- 
schmidt- Leitz. 





Extrakt — ree... aa Aktivierung 
ohne H,S mit H,S Vg 

Rl 160 330 106 

R il 210 420 100 

Rilla 160 380 187 


Man erkennt aus der Tabelle, daB die Werte der verschiedenen 
Extrakte untereinander der GréBenordnung nach iibereinstimmen. 
Die Werte der unaktivierten Extrakte entsprechen ferner auch denen, 
wie sie Kleinmann und Stern, sowie Waldschmidt-Leitz und Deutsch 
gefunden haben. 


Die mk(e)-Zahlen allein geben jedoch noch nicht exakt ver- 
gleichbare Werte. Sie werden daher auf die Gewichtseinheit asche- 
freier Trockensubstanz des entsprechenden Extrakts bezogen. und man 
erhalt den zugehérigen Kathepsinwert K(w) = 1000 mk(e) pro 
1 g Trockensubstanz, wie ihn die oben genannten Autoren bezeichneten. 


Zum Vergleich noch besser geeignet sind die Werte, die man erhilt, 
wenn man die mk(e) auf die Gewichtseinheit der Frischsubstanz 
bezieht (Organ, Gewebe). Sie werden als K,(w)-Zahlen in den folgenden 
Tabellen angegeben. 


Zur Bestimmung der Trockenriicksténde wurde folgendermaBen 
vorgegangen: Einige Kubikzentimeter Extrakt (bzw. Eluat) werden 
in einem kleinen Tiegel auf dem Wasserbad zur Vertreibung des Wassers 
erhitzt und dann im elektrisch geheizten Vakuumtrockenapparat sehr 
vorsichtig: bei einem Druck von 10 bis 15 mm auf etwa 100° bis zur 
Gewichtskonstanz erhitzt und hiernach im gleichen Tiegel gegliiht 
und der Aschegehalt vom Trockenriickstand in Abzug gebracht. 


Auf Trockenriickstandsbestimmungen dialysierter Extrakte und 
Eluate wurde verzichtet. 
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Im folgenden seien die K(w)- und K,(w)-Werte und die ihnen 
entsprechenden Aktivierungen nach Waldschmidt-Le‘tz ausgewerteter 
Miizextrakte gegeniibergestellt. 





Kiw) K,(w) Wirkungs- 
Eextrakt steigerung 
aktiviert unaktiviert aktiviert unaktiviert 0 
a. 15,2 6.9 0,52 0,25 108 
Ru 13,1 6,6 0,79 0,39 100 
R ila 14,1 3,9 0,64 0,27 104 


Man sieht also, daB die K(w)-Werte der verschiedenen Milz- 
extrakte sehr gleichartig sind, d.h. die Wirksamkeit der extrahierten 
wirksamen Substanz ist recht konstant. Etwas mehr variiert K,(w), 
d. h. die aus den Milzen extrahierbare Fermentmenge. 

Ganz entsprechend dem Vorigen, kann man nun die mk(e) 
und K(w) von Eluaten ermitteln und erhalt vergleichbare Zahlen. 

In der Tabelle auf 8. 209 wird eine Reihe von Trockenpriickstands- 


werten wiedergegeben. 


b) Nephelometrische Auswertung von Fermentextrakten 
unbekannten Gehalts gegen geeichte Rindermilzextrakte. 


Benutzt man nun den nach Waldschmidt-Leitz geeichten Rinder- 
milzextrakt zur Eichung der von uns verwandten Methodik, so ist es 
moglich, auf verschiedenen Wegen vorzugehen. Es ist die Aufgabe, 
zu bestimmen, wieviel Waldschmidt-Leitz-Einheiten des standardisierten 
Milzextrakts unter gegebenen nephelometrischen Bedingungen not- 
wendig sind, um einen bestimmten Umesatz zu erzielen. 

Zunachst seien die Auswertungen gegen Gelatine als Substrat 
besprochen. 


a) Auswertungen gegen Gelatine als Substrat. 


Da die Extrakte nach Waldschmidt- Leitz gegen Gelatine als Substrat 
bestimmt wurden, sei zundchst auch die nephelometrische Analyse 
gegen Gelatine durchgefiihrt. Trotzdem ist zu sagen, daB die Gelatine- 
methode zwar zur Orientierung hinsichtlich der GroBenordnung ge- 
niigende, fiir genaue Messungen aber nicht hinreichende Werte ergibt. 
Die Messung der Gelatinetriibung ist, worauf schon mehrfach hin- 
gewiesen wurde, nicht absolut zuverlassig. Trotzdem ist die Anwendung 
von Gelatine als Substrat absolut notwendig, da nur an ihr zu ent- 
scheiden ist, wieviel Ferment in aktivem und wieviel in noch aktivier- 


barem Zustande vorliegt. 
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Zur Eichung der nephelometrischen Gelatinemethode ist nun 
zunachst darauf hinzuweisen, daB allein die nach Waldschmidt-Leitz 
standardisierten, wnaktivierten Extrakte in Frage kommen. Nur deren 
Gehalt an mk(e) ist als zuverlassig zu betrachten. Die nach Wald- 
schmidt-Leitz standardisierten, aktivierten Extrakte sind nicht voll 
aktiviert. Ihre Messung hatte nur den Zweck, die Aktivierbarkeit des 
Ferments unter den von Waldschmidt-Leitz gegebenen Bedingungen 
zu priifen. 

Zur Eichung der nephelometrischen Messung stehen nun zwei 
verschiedene Wege bei der Gelatinemethode zur Verfiigung. 

Zunachst ware es méglich, diejenige Substratmenge zu ermitteln, 
die unter den Bedingungen des nephelometrischen Versuchs von einer 
mk(e) abgebaut wird. 

Wahrend fiir die van Slyke-Methode auf lecm Originalextrakt 
0,04 g Gelatine als Substrat kommen, sind bei der hohen Verdiinnung 
der nephelometrischen Ansatze die Substratmengen, die auf 1 ccm 
Originalextrakt kommen (nach den Verdiinnungen errechnet), weit 
groBer. Je nachdem, ob aktivierte oder unaktivierte Extrakte zur 
Anwendung gelangen, kommen auf 1 ccm Originalmilzextrakt etwa 
0,3 bis 30 g Gelatine als Substrat. 


Arbeitet man, wie zur Eichung notwendig, mit unaktivierten 
Milzextrakten, so kommen fiir die nephelometrische Technik Ferment- 
verdiinnungen in den Grenzen 1:10 bis 1:50 in Frage. 


Setzt man mit diesen Verdiinnungen unter den Bedingungen des 
nephelometrischen Versuchs Spaltansitze an, so erhalt man nach 
20 bis 24 Stunden (die Differenz in dieser Zeitspanne ist unerheblich) 
Umsitze, deren Menge in Milligramm sich zu der angewandten Ferment- 
menge in mk(e) in Beziehung bringen 1aBt. 


AnschlieBend seien als Beispiel die Zahlen einiger Versuche gegeben. 


Rindermilzextrakt RI (unaktiviert). mk(e) pro leem unverdiinnten 
Extrakt = 160. Samtliche Ans&étze wurden unter gleichen Bedingungen 
optimaler Aziditat (px 4 bis 4,5) bei Spaltzeiten zwischen 20 und 24 Stunden 
und 37° untersucht. 





Entsprechend 


Protokoll —- Verdiinnung | ee — See “Sela 
48 1:10 65 46 43 0,7 
144 1:20 52 35 24 1,1 
190 1:30 13 17 16 1,2 
74a u. 76 1:50 13 21 20 1,5 
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Rindermilzextrakt RII (unaktiviert). mk(e) pro lcem Extrakt 210. 
Versuche unter gleichen Bedingungen wie Extrakt FR I. 





Entsprechend 


Protokoll Verdiinnung Km poe a> oa “tae 
164 1: 15 55 38 36 1 
165 1: 30 28 32 21 1,3 
116 1: 50 16 23 22 1,3 
188 | 1:100 | 8 7 7 0,9 
116 1: 100 | S 11 10 1,3 


Man erkennt, daB sich die beiden Milzextrakte praktisch gleichen. 
(Kleinmann und Stern fanden bei einem Milzextrakt 1,3 mg Gelatine- 
abbau pro 1 mk(e). 


Man kann daher mit hinreichender Genauigkeit aussprechen, daB 
von (nichtaktivierten) Rindermilzextrakten, unter den Bedingungen 
der nephelometrischen Methode eine mk(e) dem Abbau von | mg 
Gelatine (—- 0,3 mg) entspricht. 


Zur Auswertung eines unbekannten Extrakts kénnte man nun so 
vorgehen, daB man unter den Bedingungen der nepheldmetrischen 
Analyse den Abbau an Milligramm Gelatine miBt. 


Unter Zugrundelegung von Proportionalitét zwischen Substrat- 
umsatz und Fermentmenge ]4Bt sich dann unter Beriicksichtigung der 
Extraktverdiinnung die Anzahl mk(e) in dem angewandten Extrakt 
berechnen. 


Diese Arbeitsform wire zweifellos die bequemste. Doch bietet 
sie Fehlerméglichkeiten. 

So setzt sie vor allem eine Proportionalitét zwischen Ferment- 
menge und Umsatz voraus, die nur im Anfangsteil der Spaltkurven 
und auch hier nicht immer zuverlassig erzielbar ist. Sie macht es also 
vor allem nétig, mit solchen Verdiinnungen zu arbeiten, die praktisch 
nicht tiber 20 bis 30°, Spaltung in der gegebenen Zeit hinausgehen. 

Besser ist es, wie folgt vorzugehen: Es wird mit dem gleichen 
Milzextrakt unter den nephelometrischen Bedingungen mit einer 
Reihe verschiedener Verdiinnungen eine Eichkurve angelegt. Hierzu 
werden méglichst zahlreiche Versuche angestellt und der Durchschnitt 
der verschiedenen Versuchspunkte genommen. (Abb. 5.) 


Die Ordinate gibt die Gelatineumsiatze in Prozent, die Abszisse 
die Kathepsinmengen in mk(e). 


Der unbekannte Extrakt wird nun derart untersucht, daB eine 
geeignete Verdiinnung eine mittlere Spaltung ergibt. Aus der Eich- 
Biochemische Zeitschrift Band 241. 13 
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kurve laBt sich dann unmittelbar die mk(e)-Menge der untersuchten 
Verdiinnung entnehmen. Mit dieser Methode sind nun die folgenden 
Werte ermittelt worden. Zunachst sei das Beispiel einer Eichkurve 
gegeben, die Durchschnittswerte verschiedener Versuche benutzt. 
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Mit dieser Eichkurve wurde nun eine Anzahl Milzextrakte, sowohl 
aktivierte als auch unaktivierte, untersucht. 


Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 





mk(e) pro leem K(w) K,(w) 
Extrakt : Pee pat een et ee eee 
unaktiviert aktiviert unaktiviert aktiviert unaktiviert aktiviert 
RI | 150 6000 6,4 258 0,24 8,28 
Ril 180 7500 5,6 234 0,33 13,65 
Rilla 160 5500 5,9 204 0,27 9,17 


R Va etwa 200 


Prozent Wirkungssteigerung in bezug auf: 





Extrakt mk(e) 
R I 4900 
R fil 42.10 
Rifla 8400 


Wie die Tabelle zeigt, wird die Wirkung der Milzextrakte, die unter 
den Bedingungen der nephelometrischen Analyse reagieren, also weit 
stirker verdiinnt (etwa in der Extraktverdiinnung 1 : 500 bis 1: 1000) 
aktiviert werden, durch Schwefelwasserstoff auf das 35- bis 40fache 
gesteigert. Bei dieser Verdiinnung ist die Aktivierung wohl als maximal 
anzusehen und daher die beobachtete Wirkungssteigerung als die tat- 
sichlich erreichbare zu betrachten. 


Ebenso wie bei den Rindermilzextrakten sollen nun die mk(e) 
von Extrakten aus normalen menschlichen Organen und Geweben 
ermittelt werden. Wieder werden auf der Kurve die zu einer bestimmten 
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gefundenen Spaltung gehérenden mk(e) abgelesen und mit der 
entsprechenden Extraktverdiinnungszahl multipliziert. Die Werte 
der folgenden Tabelle sind abgerundete Mittelwerte. 





mk(e) pro leem K(w) pro 1 cem K,(W) pro l eem 


unverdiinnten unverdiinnten unverdiinnten 
Extrakt Herkunft ___—S«s>=trakt _ = } Ruteokt 
oheiviert aktiviert aktiviert aktiviert a aktiviert 
Menschl. Organe 
oO Ill Leber 105 4500 69 ‘etwa300 0,21 9,0 
es Milz 105 2000 6,0 110 0,19 3,6 
O Vi Niere 85 3100 6,8 250 0,19 5.6 
oO IV Muskel -- 56 _ 7,0 0,09 
O VII Hirn _ 47 _ 8,0 0,07 
OVIII Haut -— 45 -— 15,5 — 0,08 
2. Serie 
oO IX Leber 117 4000 
oS 2 Milz 96 1490 
Oo XI Niere 60 1209 
O XII Hirn — 71 
OXI Muskel — 60 


Die vorstehende Tabelle zeigt zunadchst, daB der Gehalt an vor- 
handenem wirksamen, d. h. noch nicht kiinstlich aktiviertem Ferment, 
normaler menschlicher Organe, mit etwa 60 bis 100 mk(e) im groben 
der GréBenordnung der mk(e) unserer Rindermilz entspricht, jedoch 
um ?/, bis '/,; geringer ist als diese (etwa 150 bis 200). Der vor- 
handene entsprechende Kathepsingehalt menschlicher Muskulatur, 
Hirn und Haut ist geringer als der parenchymatéser Organe. Er ist 
so gering, daB mit den Extrakten unter den gegebenen Bedingungen 
eine meBbare Spaltung von Gelatine nicht erzielbar ist. 

Aktiviert geben menschliche parenchymatése Organe mk(e)- 
Werte zwischen 1200 und 4500. Diese betragen aber ebenfalls weniger 
als die aktivierter Rindermilzextrakte [5500 bis 7500 mk(e)]. Des 
weiteren zeigt die Tabelle, daB durch Schwefelwasserstoff gegen Gelatine 
der Kathepsingehalt der Organe ebenso verstarkbar ist, wie bei der 
Rindermilz. Und zwar betrug die Wirkungssteigerung das 30- bis 
40 fache. 

Extrakte anus Muskulatur, Hirn und Haut, die unaktiviert nicht 
meBbar waren, lieBen sich durch Aktivierung mittels Schwefelwasser- 
stoff ebenfalls messen. In der verhaltnismaBig hohen Konzentration 
(1:15) ergeben sie nach der Aktivierung zur Berechnung geeignete 
Spaltungen und mk(e)-Werte von etwa 50 bis 70. 

Wiirde man annehmen, daB die Wirkungssteigerung bei ihnen 
ebenfalls auf das 30- bis 40fache gegangen ware, so ergaben sich rund 


13* 
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1 bis 2 mk(e) (unaktiviert), d.h. die Spaltmengen geben Werte 
unterhalb des MeBfehlers. Betrachtet man nun die K(w)-Werte, so 
ist folgendes zu bemerken: 


Dieselben sind auf den Trockengehalt des Glycerinextrakts selbst 
bezogen. Ist der Fermentgehalt eines Auszugs verhaltnismaBig klein, 
desgleichen aber auch der Trockengehalt, so zeigt der K(w)-Wert 
keine Anderung, d. h. aber nur, daB die in den Glyceringehalt gegangene 
Substanzmenge von gleichartiger Wirkungsstarke ist. Ein Ma®B fiir 
den Fermentgehalt oder besser fiir den extrahierbaren Fermentgehalt 
des Organs gibt uns der Wert K,(w), der sich auf 1 g Frischorgan oder 
-gewebe bezieht. Man erhalt dann fiir die parenchymatésen Organe 
Werte um 0,2 K,(w) und aktiviert 4 bis 9 K,(w). Nichtparenchyma- 
tése Gewebe geben aktiviert nur 0,07 bis 0,1 K,(w). 

Ebenso wie die Rindermilzextrakte und die Extrakte aus mensch- 
lichen Organen wurden nun die Werte einer Reihe von Tumoren er- 
mittelt. Die folgende Tabelle gibt die zugehérigen Zahlen, welche 
abgerundete Mittelwerte darstellen. 





Aktivierte 


Tumorextrakt Herkunft ee em aaa 

mk(e) K(w) K,(w) 

I Magen ~~ a -- 
II Mamma 130 19,4 0,33 
Illa Mamma (schwach sauer) 210 — 0,68 
IlIb Mamma (schwach alkalisch) 150 = 0,26 

IVa Mamma (stark sauer) 220 = 0,4 
IVb Mamma (stark alkalisch) 100 — 0,14 
V Mamma 250 24,5 0,47 

VI 2 930 75,2 1,4 

VII 4 650 etwa 50 1,3 

VIII . 1290 etwa 150 1.9 
IX Leber 300 40 0,41 

X | Sarkom 1900 164 3,8 


Sie gibt einen Uberblick iiber Tumorextrakte, die durch Schwefel- 
wasserstoff aktiviert wurden. Die mk(e) schwanken zwischen 
100 und 1200. Nur einmal, bei einem besonders fermentreichen 
Sarkomextrakt (X), steigt der Wert auf 1900. Diese Werte sind 
keinesfalls héher, sondern deutlich geringer als die Werte der normalen 
parenchymatésen Organe (2000 bis 5000). Die K(w)-Werte, die ja 
nur etwas iiber die Wirksamkeit der in das saure Glycerin gegangenen 
Substanzmenge aussagen, kommen sich naturgemaB naher, bei Organen 
100 bis 300, bei Tumoren zwischen 20 und 160 K(w). Die K,(w)- 
Werte der Tumoren liegen zwischen 0,3 bis 4, und bei den normalen 
Organen lagen sie zwischen 4 und 9 (bzw. um 0,1 bei nichtparenchyma- 
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tésen Geweben). Die mk(e)-Zahlen bei Tumoren liegen also zwischen 
denen nichtparenchymatéser (Muskulatur, Haut und Hirn) und par- 
enchymatoéser Organe. 

SchlieBlich muB noch einmal betont werden, daB alle Zahlen 
Annaherungszahlen sind und nur zur Orientierung hinsichtlich der 
GréBenordnung dienen sollen. Deswegen sei weiter darauf hingewiesen, 
daB alle Angaben iiber Aktivierung und Aktivierbarkeit nur relativ 
sind, da sie unbedingt Gelatine als Substrat voraussetzen. 


Bf) Auswertung gegen Casein als Substrat. 

Wie im vorangehenden Abschnitt gezeigt wurde, erlaubt die 
nephelometrische Gelatinemethode nur Annaherungswerte. Des 
weiteren gestattet sie eigentlich nur den Vergleich aktivierter Extrakte. 
Unaktivierte Extrakte geringeren Fermentgehalts (Tumoren, Haut, 
Muskulatur, Hirn) greifen Gelatine nicht geniigend an, um meBbare 
Ergebnisse zu erhalten. Die Ergebnisse an Gelatine zeigen also nur, 
da — maximal aktiviert — in Tumoren weniger Kathepsin vorhanden 
ist als in parenchymatésen Organen. Wieviel in nichtaktiviertem Zu- 
stande vorhanden ist, liBt sich nicht sagen. 

Nur so viel steht fest, daB, da die Umsatze gewdéhnlich 
30 bis 60°, betragen und ein Umsatz von 10%, feststellbar gewesen 
ware, nicht mehr als !/, bis '), in aktivem Zustande vorgelegen 
haben kann. 

Daher erschien es wiinschenswert, vergleichende Zahienangaben 
an Casein durchzufiihren. Hier sind die Vergleichswerte methodisch 
exakt und auch hinsichtlich Aktivierung usw. einheitlich. 

Der in dieser Arbeit wiederholt angewandte Standardmilz- 
extrakt RII zeigte vollaktiviert 420 mk(e) pro 1 ccm. 


Der Caseinabbau muB selbstverstandlich mit dem nach Wald- 
schmidt-Leitz maximal aktivierten Extrakt in Beziehung gesetzt werden. 
Da hinsichtlich gegen Gelatine Aktivierung besteht, gegen Casein aber 
nicht, so ist die einzige Vergleichsméglichkeit die, daB man von einem 
unbekannten Extrakt, der eine gewisse Caseinmenge umsetzt, sagen 
kann: er enthalt soundsoviel mk(e), d.h. es wiirde unter den Be- 
dingungen von Waldschmidt-Leitz aktiviert soundsoviel Gramm spalten 
oder Aminogruppen frei machen| 

Auch hier soll zunachst gezeigt werden, wie viele Milligramm Casein 
von einer Kathepsineinheit abgebaut werden. 


4ccm einer Extraktverdiinnung 1:50 enthalten z. B. 12 mk(e). 
Diesen stehen als Reaktionspartner 23,5 mg Casein zur Verfiigung. 
Aus einer gemessenen prozentualen Spaltung kann man auf Milligramm 
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Caseinabbau umrechnen und die gewonnene Zahl durch die mk(e) 
der 4ccm Extraktverdiinnung dividieren. Man erhalt so die Menge 
vaseinabbau, welche einer mk(e) entspricht. 


Man kénnte nun, wenn stets direkte Proportionalitét herrschen 
wurde, das gewonnene Resultat dazu benutzen, um riickwarts aus der 
Aufspaltung von Casein durch einen unbekannten Extrakt auf dessen 
mk(e) zu schlieBen. Jedem Milligramm abgebautem Casein entsprachen 
2 mk(e). 

Aus den bei Gelatine angegebenen Griinden ist es aber besser, 
den Gehalt nicht auf diese Weise zu errechnen, sondern es werden mit 
dem geeichten Standardextrakt RII besser nephelometrische Spalt- 
ansiitze hergestellt und diese wie bei der vorhergehenden Gelatine- 
methode zum Anlegen von Eichkurven verwertet. Trigt man die den 
Verdiinnungen entsprechenden mk(e) pro I1ccm und die Umsitze 
graphisch auf, so erkennt man aus den Kurven, daB bei héheren Ver- 
diinnungen das Verhaltnis Konzentration—Umsatz nahezu geradlinig 
wird (vgl. Kap. ITI, 1). 

Unter Voraussetzung geeigneter Umsiitze (etwa bis zu 40°,) kann 
man aus der prozentualen Aufspaltung auf der Kurve die zugehérigen 
mk(e) ablesen, die mit der Verdiinnungszahl multipliziert die Ein- 
heiten unbekannter Extrakte pro 1 ccm ergeben. 

Uber die Versuchsbedingungen ist noch zu sagen, daB die Ansatz-, 
Abnahme- und MeBmethode stets gleichartig sein muB, daB man Spalt- 
zeiten von 20 bis 25 Stunden (vgl. Kap. III, 1) (Spaltmenge und Spalt- 
zeit) und die Temperatur von 37° einhalten muB. Uber die Wichtigkeit 
genauer Einhaltung des px wurde schon oben gesprochen. Es empfahl 
sich, beim ersten Optimum (pq 3) zu arbeiten, obgleich die Aufspaltung 
beim Zweiten Caseinoptimum (pq 5,3) eine héhere ist, aber wegen 
erheblicher Flockung des Substrats der mégliche Fehler gréBer wird. 

Im folgenden sei zuniachst die Eichkurve fiir Casein gegeben 
(Abb. 6). Sie diente zur Berechnung aller folgenden Werte. Zu- 
nichst sei als Beispiel die Auswertung von Milzextrakten gegeben, 
da die urspriingliche Eichung ja mit einem Milzextrakt erfolgt ist, 
ist es selbstverstandlich, daB die Menge in anderen Milzextrakten mit 
den urspriinglichen nach Waldschmidt-Leitz ermittelten Werten tber- 
einstimmen muB. 

Im besonderen sei darauf hingewiesen, daB, da die mk(e) (bei 
den Caseinansitzen) gegen den aktivierten Rindermilzextrakt R II in 
Rechnung gesetzt wurden (der doppelt so stark ist wie unaktivierte), 
sich gegeniiber der Gelatinemethode dadurch die doppelte Zahl der 
Einheiten ergibt. 
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Geringe Abweichungen sind selbstverstandlich durch den Gebrauch 
mehrfacher Auswertungen und Vergleichsmengen nicht vermeidbar, 
zumal Fermentmethoden nie ganz genau reproduzierbare MeBzahlen 
liefern. Aber das Beispiel fiir die Extrakte R1 bis R III, fiir die tiber 
den Umweg iiber die Caseinmethode die mk(e)-Werte 150 bis 170 
[= 300 bis 350 : 2] [entsprechend etwa 13 K(w) bzw. 0,5 bis 0,75 K,(w)] 
ermittelt wurden, zeigt im Vergleich zu den urspriinglichen direkt ge- 
messenen die Richtigkeit unseres Vorgehens. Ebenso wurden nun die 
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Abb. 6. 
Eichkurve fiir die Ermittlung der Kathepsin-Kinheiten 
(bei Casein als Substrat). 


normalen Gewebe und Organe ausgewertet. Die folgende Tabelle 
zeigt die Ergebnisse. Danach haben die parenchymatésen Organe 
120 bis 180 Einh., wahrend Haut, Hirn und Muskulatur 20 bis 40mk(e) 
zeigten. Die K(w)- und K,(w)-Werte fiir parenchymatése Organe 
betragen 8 bis 10 K(w) bzw. 0,2 bis 0,3 K,(w), fir Muskulatur usw. 
4,6 bzw. 0,03 bis 0,06. 

Nunmehr folgt die Auswertung von Tumoren. Wie die gleiche Tabelle 
zeigt, liegen die Werte zwischen 80 und 140 mk(e) oder 6 bis 15 K(w) 
bzw. 0,06 bis 0,26 K,(w), also in der GréBenordnung von normalen 
parenchymatésen Organen. Eher erscheinen die Werte etwas kleiner. 
Dagegen enthalten sie etwas mehr Ferment als Muskulatur, Haut usw. 
DaB die Ergebnisse nicht vollkommen genau den Werten der Gelatine- 
eichung entsprechen, ist selbstverstandlich, konnte doch daselbst 
durch die mit Schwefelwasserstoff aktivierten Fermentmengen allein 
verglichen werden, wihrend bei Casein der Begriff der Aktivierung 
fortfallt. Der GréBenordnung nach entsprechen die Einheiten nach der 
Caseinmethode den unaktivierten Fermentmengen nach der Gelatine- 
methode, sofern man diese bei der letzteren ermitteln konnte. 

Die Werte der sehr schwachen Extrakte in der Tabelle sind die 
maximalen und mehr als Schétzungen zu bewerten. Samtliche Werte 
sind abgerundete Mittelwerte. 
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Extrakt Herkunft mkie) K(w) K,(w) 
ecm 
Rindermilz | 
R I etwa 300| 13,8 | 0,48 
BRB 350 =| «13,2 0,64 
R Il 340 | 12.6 0,58 
Menschl. normale Organe 
Oo Il Leber 140 | 94 0,28 
Oo Iv Muskel 40 | 46 0,06 
0 V Milz 140 | @5 0,25 
oO VI Niere 120 | 96 0,21 
oO VII Hirn 20 jetwa4!) 0,03 
O VIII Haut 20 —sjetwa6!!) 0,03 
2. Serie 
O IX Leber 180 
oO xX Milz 170 
O Xi Niere 170 
O XIil Hirn 35 
O XI Muskel 30 
Tumoren 
I Magen 100 | 84 0,11 
II Mamma 80 | 120 0,16 
Illa Mamma (schwach sauer) 40 0,08 
IIIb Mamma (schwach alkalisch) 140 0,26 
IVa Mamma (stark sauer) 100 | 0,18 
IVb Mamma (stark alkalisch) 80. | 0,11 
f Mamma 100 «6||)— 98 0,19 
VI * 100 | 82 0,16 
VII s a... | Se 0,24 
VIII iM 120 | 16, 0,19 
IX Leber 40 etwa 6! 'etw.0,061 
xX Sarkom 120 10,4 0,21 


1 Maximalwerte, da Spaltwerte auberst gering, sind die mk(e) aus der 
Kurve nicht exakt zu bestimmen. 


Zum Vergleich der verschiedenen nach den beiden Eichmethoden 
(Gelatine und Casein) enthaltenen Werte sei folgende Tabelle gegeben, 
die zusammenfassend die Grenzen der ermittelten Extraktmengen 
bei den verschiedenen Gewebstypen gegeniiberstellt. 


Ubersicht iiber die mk(e) pro leem der Glycerinextrakte 








mk(e) unaktiviert mk (e) 
Extrakte mae RemeenPenen aktiviert 
Gelatine Casein Gelatine 
Rindermilzen .. . 150—200 | 150—175 5500—7500 


Parenchymatése menschliche ‘Organe : 60—117 60—90  1200—1500 
Nichtparenchymatése menschliche Organe - 10—20 45—70 
Menschliche Tumoren. ......... — 20—70 1500—1900 


Die Tabelle (bei der die Caseinwerte bereits durch 2 dividiert sind, 
s. oben) zeigt zundchst, daB die Caseinspaltungen durch diejenigen 
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Ferment mengen vor sich gehen, die bei der Gelatinespaltung als wirksam 
im nativen Gewebe vorhanden, d.h. nicht kiinstlich aktiviert in Er- 
scheinung treten. 

Die GréBenordnung dieser Fermentmenge in Rindermilz und in 
menschlichen parenchymatésen Organen entspricht, nach beiden 
Methoden ermittelt, sich ausgezeichnet. 

Aktiviert ]aBt sich gegen Gelatine die Wirkung bei Rindermilz 
etwa vervierzigfachen, bei den schwacheren menschlichen Extrakten 
etwa verdreiBigfachen. 

Bei den nichtparenchymatésen Organen und Tumoren, die ja un- 
aktiviert Gelatine nicht angreifen, laBt sich die unaktivierte Ferment- 
menge nur aus den Caseinspaltungen ersehen. Der Fermentgehalt der 
Tumoren liegt zwischen dem der parenchymatésen Organe und dem 
der anderen Gewebe. 

Der Fermentgehalt der Tumoren |aBt sich gegen Gelatine nicht 
so stark aktivieren wie der der tierischen und menschlichen parenchyma- 
tésen Organe. Hieraus darf aber keineswegs der SchluB gezogen werden, 
da8 Tumoren mehr ,,aktives Ferment‘ enthalten. Denn einmal zeigen 
menschliche nichtparenchymatése Gewebe, wie Muskel, Hirn, Haut, 
vollkommen entsprechendes Verhalten wie Tumoren. Ob dies technisch 
mit dem geringeren Fermentgehalt und mit den bei der Aktivierung 
verhaltnismaBig geringeren Verdiinnungen zusammenhiangt, ist nicht 
sicher zu sagen. Nach der Tabelle scheint, je mehr Ferment vorhanden 
ist, doch auch entsprechend starker die Aktivierung zu sein, so dab 
eine vollkommen maximale Aktivierung auch bei unseren Verdiinnungen 
nicht erreicht zu sein scheint. 

Dann aber entspricht auch im nichtaktivierten Gehalt der Tumor 
durchaus den genannten Geweben. 

Wenn auch alle Angaben Durchschnitts- und Annaherungs- 
zahlen sind, und wenn die Grenzen auch betrachtlich . voneinander 
entfernt liegen, so sind die GréBenordnungen doch so deutlich umrissen, 
daB ein sicheres Urteil méglich ist. Und dieses lautet, da Tumor- 
extrakte in ihrem Gehalt sich zwischen dem parenchymatéser Organe 
und dem anderer Gewebe einreihen, was praktisch durchaus dem 
morphologischen Zellgehalt entspricht. 


Ubersicht iiber die K,(w)-Werte [mk(e) pro 1 g Frischsubstanz]. 











Unaktiviert K,(w) Aktiviert 

Extrakte sapere en ames K,(w) 

Gelatine Casein Gelatine 
Rindermilzen ............. | 0,24—0,38 | 0,24—0,82 || 8,28—13,65 
Parenchymatése menschliche Organe . . . | 0,19—0,21 0,11—0,14 3,6 — 9,0 
Nichtparenchymatése menschliche Organe - 0,01—0,03 | 0,97— 0,09 


Menschliche Tumoren. ......... - 0,083 —0,13 | 0,4 3.8 
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Betrachtet man diese K,(w)-Werte, die den aus den Geweben 
extrahierbaren Fermentmengen noch besser entsprechen als die mk(e), 
so ergibt sich véllig das gleiche Bild. 


V. Untersuchung uber den Ereptasegehalt (Dipeptidase) von malignen 
Tumoren im Vergleich zu normalen Geweben. 

Nachdem in den vorangehenden Abschnitten gezeigt worden war, 
da qualitative und quantitative Unterschiede in dem Gehalt an 
Proteinase zwischen normalen Geweben und Tumoren nicht bestehen, 
war noch die Méglichkeit vorhanden, daB bésartige Geschwiilste ab- 
weichende Ereptasewerte gegen die normalen Gewebe zeigen. Es ware 
nicht ausgeschlossen, daB das Wachstum der Tumoren, wenn auch 
nicht mit Art und Menge der Proteinasen, so doch mit einem besonderen 
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durch Tumorextrakt X bei ver- durch Tumorextrakt X bei ver- 
schiedenen pq. schiedenen Dy. 


Ereptasenreichtum in Verbindung zu bringen ware. Aus technischen 
Griinden war es in dieser Arbeit nur méglich, Dipeptidasen zu unter- 
suchen. Es wurden einer Anzahl Extrakte aus Tumoren und normalen 
Organen die Dipeptide Leucyl-Glycin und Glycyl-Glycin vorgelegt 
und die freigelegten Aminogruppen nach Linderstrém-Lang titriert 
(vgl. Kap. II, 2b). 

Die Untersuchungen sind nicht so ausfihrlich angestellt worden 
wie bei den Proteinasen und haben nur einen orientierenden Charakter ; 
doch geniigen sie wohl, um das Fehlen grundlegender Unterschiede 
im Ereptasegehalt erkennen zu lassen. 

Zunachst seien die mit den beiden Substraten erhaltenen Aktivitats- 
pu-Kurven gegeben (Abb. 7 und 8). Vgl. Versuch 80. 

Der Extrakt aus Tumor X enthalt demnach deutlich Dipeptidasen, 
und zwar liegt ihr Wirkungsoptimum gegen Leucyl-Glycin bei px 8,3, 
bei Glycyl-Glycin bei px 6,9. Dieses Verhalten entspricht durchaus 
dem Verhalten normaler Ereptase. Es sei auf die Untersuchungen von 
Husfeld (9) verwiesen, der zeigte, daB in Myelocyten Ereptasen 
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(Dipeptidasen) vorhanden sind, deren Optimum gegen Leucyl-Glycin 
ebenfalls in der Nahe von pq 8 und gegen Alanyl-Glycin sowie gegen 
Alanyl-Glycyl-Glycin beietwa pa7 gelegen ist. Qualitativ entsprechen 
somit Extrakte aus Tumoren durchaus solchen aus normalen Zellen. 

Weiterhin wurden einige Versuche angestellt, die zeigen sollen, 
daB in Extrakten, die einerseits durch alkalische, andererseits durch 
schwach saure Extraktion von Rindermilzen bereitet waren, die 
Ereptasemenge in beiden Extrakten nahezu gleich groB erscheint 
(s. Versuch 81). Die Extraktform (sauer oder alkalisch) ist somit fiir 
die Ergebnisse belanglos. 

Nunmehr wurde eine Reihe quantitativer Bestimmungen ausgefihrt. 
Es wurden zu den Untersuchungen Extrakte aus verschiedenen Tumoren 
sowie auch aus normalen Organen herangezogen. Die erhaltenen 
Resultate zeigt die folgende Tabelle. 


Erepsinwerte einiger Extrakte nach einer Spaltzeit von 
15 Stunden bei 37° (Titration nach Linderstrém-Lang). 
Erklarung der Zahlen der folgenden Spaltenképfe: 
| = Extraktart und Nummer, 

II = Trockensubstanz der Glycerinextrakte pro |ccm in Milligramm, 
[III = Verbrauchte Kubikzentimeter n/20 HCl pro 2cem Abnahme bei 
Hlycyl-Glycin, px 7,1, 
[V = dasselbe pro 1 g Trockensubstanz, 
V = dasselbe pro 1 g Frischsubstanz, 
VI = Verbrauchte Kubikzentimeter n/20 HCl pro 2cem Abnahme bei 
Leucyl-Glycin, px 8 bis 8,1, 
VIL = dasselbe pro 1g Trockensubstanz, 
VIII = dasselbe pro 1 g Frischsubstanz. 





I Il Il IV V VI Vil Vill 


Rindermilz: 
Rilla (schwach saver). . . 27.0 07 130 §©60 1,05 , 188 9.0 
Rille ( ‘ alkalisch) . 25.2 0,79 | 160 0,77 155 
Menschliche Organe: 
Leber OTII . Brent oar 148 035 118 35 0,54 | 220 5.5 
MilzOV .. . ls 18,0 018? 50 1,63 0,72 195 6,5 
Niere OVI . area ae 125 1,26 505 11,0 0,70 275 113 
OE! re cree 7,9 0,76 480 58 | 0,61 885 6,9 
Milz OX (frisch) . . . . . etwal7 0.87 200 1,12 300 
Tumoren: 
St ein A, ce 12,1 0,18 75 14 0.65 | 270 5,0 
a seh cat tae Wal area nik 13,9 0,14 50 1.4 0,65 235 6.5 
WS Og ced os. a ; 8.0 0,28 145 1,7 0,64 490 54 
Te oS reer | ee 6,7 -- — 0.70 525 5,0 
Aa ae. ANS ApN E 116 095 410 95 148 425 148 


Die Werte der Spalte Il] der Tabelle geben fur Glycyl-Glycin 
die beobachteten Titrationszahlen (Kubikzentimeter n/20 HC)), 














204 H. Kleinmann u. F. Werr: 


in Spalte IV diejenigen Umsitze, die 1g Trockensubstanz dieser 
Extrakte entsprechen wiirden (rechnerisch). Hier zeigt sich also die 
Wirksamkeit der in das Glycerin gegangenen, aus den Geweben extra- 
hierten Substanz. Spalte V gibt die Werte von Spalte III, bezogen auf 
lg Frischsubstanz. Diese Zahlen geben am besten einen Vergleich 
tiber die aus den verschiedenen Materialien extrahierbaren Ferment- 
mengen. Dasselbe gilt auch fiir die Spalten VI, VII und VIII fiir Leucyl- 
Glycin als Substrat. 

Man erkennt, daB die Ausschlage der Leucyl-Glycinaufspaltung 
groBer sind als die bei Glycyl-Glycin. Dieses Verhalten entspricht 
dem in der Literatur bekannten Verhalten der Gewebsereptase. Die 
Werte der verschiedenen Extrakte aus Tumoren schwanken etwas unter- 
einander ; vielleicht auch etwas nach dem Alter der verwandten Extrakte. 
Jedenfalls geht deutlich hervor, daB Tumor- und Organextrakte Erepsin- 
werte liefern, die in ein und derselben GréBenordnung liegen, bei Leucyl- 
Glycin etwa zwischen 200 und 500 pro 1g Extrakt Trockensubstanz 
bzw. 5 bis 15 pro 1g Frischsubstanz. 


Versuchsprotokolle. 
Versuch 70 (Protokoll 240). 
Reinigung von Tumorextrakt X und Einwirkung auf Casein bei 20 Stunden 
Spaltzeit und px etwa 3. 
Reinigung wie iiblich. Zweimal adsorbiert und einmal mit Phosphat 
eluiert. 
Ansaétze wie iiblich. Zur Einstellung der pg waren 3cem (bzw. fiir 
das Eluat 3,5ccm) n Essigséure notwendig. 
Ergebnis: Die Restlésung hat Casein zu 40,7°, gespalten, py 3,0, das 
unverdiinnte Eluat hat zu 20,4°, gespalten, py 3,15. 


Versuch 71 (Protokoll 315). 


Reinigung von Milzextrakt RIlla und Optimum-pqx-Kurve des ersten 
+ zweiten Eluats unverdiinnt gegen Casein bei 22 Stunden Spaltzeit 
und 37°. 

Zweimalige Adsorption mit Kaolinsuspension entsprechend der all- 
gemeinen Vorschrift (Kapitel II, 3). Das Adsorbat wurde zweimal mit 
n/114 Ammoniak eluiert. Die Eluate wurden vereinigt und zu den iiblichen 
Caseinansaétzen gegeben. 








Spe z Spaltang 
Pu Sp — Pu —" 
2,0 0 7,20 6.5 
3,16 54 8,17 10,7 
4,07 16 9,44 0 
5,42 54,5 


Man erkennt die beiden Kathepsinoptima und ein schwaches Trypsin- 
optimum. 











t 








Tierische Gewebsproteasen. V. 205 


Versuch 72 (Protokoll 232). 
Reinigung von Tumorextrakt X und Priifung von Eluat und Restlésung 
auf Ereptase. 

Zur Priifung gelangen Eluat und Restlésung wie sie bei dem vorher 
beschriebenen Versuch (Protokoll 240) hergestellt wurden und auch dort 
gegen Casein ausgewertet sind. Es wurde also zweimal adsorbiert und 
einmal eluiert. 

Ansaétze und Abnahmen geschahen nach der Methode von Linderstrém- 
Lang. Es wurde mit n/20 HCl titriert. Als Substrate dienten Glycyl-Glycin 
und Leucyl-Glyein (Methodik s. Kapitel IIb). 

Eluat (unverdiinnt) 

gegen Glycyl-Glycin bei py 7,2 Verbrauch . . 0,05cem HCl 
gegen Leucyl-Glycin bei py 8,1 Verbrauch . . 0,05 ., HCl 

Das Eluat erscheint also praktisch erepsinfrei. 

?estldsung (unverdiinnt) 

gegen Glycyl-Glycin bei py 7,1 Verbrauch . . 0,16cem HCl 
gegen Leucyl-Glycin bei py 8,0 Verbrauch . . 0,20 ,, HCl 


Versuch 73 (Protokoll 130). 
Carcinomextrakt VII, gereinigt bei verschiedenen Aziditaéten gegen Casein. 
Spaltzeit 20 Stunden bei 37°. 
8cem Extrakt wurden nach der iiblichen Vorschrift gereinigt, das 
Phosphateluat wurde in der Verdiinnung 1:2 zu je 2cem zu den halben 
iiblichen Caseinansétzen gegeben. Die Messung der px geschah nach dem 
Versuch. 


tesultat : 





Ansatz Pu ae Ansatz Pu —" 
I 2,10 0 IV 5,44 19,4 
II 3,12 17,6 V 6,70 5,6 
lI 3,92 9,9 


Man erkennt die charakteristische Kurve. 


Versuch 74 (Protokolil 207). 
Optimum-pu-Kurve des gereinigten Tumorextrakts X (Sarkom) gegen 
Casein in 22 Stunden Spaltzeit. 
15eem wurden mit Kaolinsuspension gereinigt nach der Vorschrift 
wie sie in dem Kapitel ,,Reinigungsversuche** (vgl. auch Methodik) vor- 
geschrieben ist. Von dem Eluat wurden unverdiinnt 2 ccm zu den halben 
Ansaétzen gegeben. Die Messung der py geschah nach dem Versuch. 





Resultat : 
Ansatz | Pu — Ansatz PE aes 
I 2,08 2,9 IV 5,10 36,1 
II 3,12 22,2 V 6,22 14,6 
lil 4,07 10,7 VI 7,38 0,5 


Auch bei dem gereinigten Extrakt erhalt man die beiden charak- 
teristischen Optima und die Einsenkung. 





aot reer Fok 
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Versuch 75 (Protokoli 96). 

Reinigung von Milzextrakt RI und Versuch einer Wirkungssteigerung 
durch Schwefelwasserstoff bei Eluat und Restlésung. Substrat: Gelatine 
bei po = 4. Spaltzeit 20 Stunden bei 37°. 

Adsorptionsmittel: Kaolin. 

Elutionsmittel: 1°,ige Lésung von sekundérem Natriumphosphat 
(Na,H PO,). 

Adsorption zweimal ausgefiihrt. 

Adsorptions- und Elutionstechnik: 20cem Normalrohauszug mit 0,1 ecem 
Eisessig auf py = etwa4 gebracht; dazu 20ccm Kaolinsuspension (2,2 g 
Kaolin in 30 cem Wasser). Das Gemisch wurde zentrifugiert und die Rest- 
lésung wie oben mit der gleichen Kaolinmenge in den gleichen Glasern 
adsorbiert und zentrifugiert. Adsorbate wurden mit Leitfahigkeitswasser 
gewaschen und zentrifugiert. Die Adsorbate mit 20 ccm Eluationsmittel 
digeriert und nach einiger Zeit zentrifugiert. Das Eluat und die Rest- 
l6sung wurden statt der Rohextrakte zu Spaltansaétzen gegeben. 


Ansdtze: 





Mittel wert 


Nr. Fermentlisung H,58 Spaltung erhéht nach Eichkurve 
pores %%o und abgerundet — 
I Restlésung 1 : 2 (—) 68,6 | 77 
II i 1:2 (—) 71,6 | 
Ill a 1:3 (+ 100 
1V , | “et aes 100 } 100 
V Kluat 1:2 (—) 13,4 \ er 
VI er Ee | Siticttiens 
Vil “ 1:2 | (+) 78,0 1) 82 
Vil : 1:2 (+) m8 |f . 


Fermentverdiinnung (Restlésung bzw. Eluat) 10cem + 4cem H,S 
(bzw. H,O) + Aqua dest. zu 20 ccm, px nachtraglich = 3,32. 

Der Versuch zeigt, da sowohl Restlésung als auch Eluat durch 
Schwefelwasserstoff aktiviert werden. 


Versuch 76 (Protokoll 98). 


Reinigung und Wirkungssteigerung von Milzextrakt RI. Wie Versuch 75, 
aber Cyanwasserstoff statt Schwefelwasserstoff. Spaltzeit 20 Stunden 





HCN-Menge | mg/ccm Fermentendverdiinnung. 


Mittel wert 


Nr. Fermentlisung HCN Spaltung erhéht nach Eichkurve 
%o und abgerundet 
I Restlosung 1 : 2 (—) 52,8 | 55 
Il ‘ 1:2 (—) 48,5 | : 
Til _ 1:2 (+) 85,0 94 
IV . 1:2 (+) 85,3 
i Eluat 1:2 (—) 53,5 . 
VI » bh ee * a71 | " 
VI ri 1:2 i+ | 9 4S 
VIII 1:2} (+) | B12 =f 


” 
pu nachtraglich = 3,35. 
Der Versuch zeigt, daB Cyanwasserstoff das Eluat nicht, jedoch die 
Restlésung deutlich aktiviert. 








ig 
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Versuch 77 (Protokoll 99). 
Reinigung und Wirkungssteigerung vom Milzextrakt RI. Wie Versuch 50, 
Spaltzeit 20 Stunden. 
Es wurde nur das Eluat untersucht. HCN-Menge | mg/cem Ferment- 
endverdiinnung, d.h. 7,5cem Eluat + 2cem NaCN-Lésung (1,2°,) 
0,6ccm n Essigséure + Aqua dest. zu 15 ccm. 





- Mittelwert 
Nr. Fermentlisung HCN Spaltuag erhiht sae Eichkurve 
Olo und abgerundet 
] Eluat 1:2 (—) 13,7 | 185 
II - te (—) 10,8 : 
Ul 1:2 +) 13,7 F . 
" | 13—13,5 
IV <- Bia (+) 10,3 


pu nachtraglich = 3,30. 
Eluat wird durch HCN nicht aktiviert. 


Versuch 78 (Protokoll 152). 


| 
Carcinomextrakt [IX (Eluat und Restlésung 1:2) mit und ohne Schwefel- 
wasserstoff gegen Gelatine bei py = 4 und 21 Stunden. 
Extraktreinigung: Zweimal adsorbiert (Kaolin, nach Altmann ge- 
reinigt), einmal eluiert (Phosphat). 
Aktivatormenge = ein Fiinftel der Fermentverdiinnung, [H,S-Lésung 
= 2 mg/ccm]. 


Prozent Spaltung: 


Ansatz at Ree wk ws 
- II: aa st ee 
- Ill: re +BH8....890 
7 IV: i +e... 8 
os ee. 62055 2 +e oe oe 
-_ VI: a pa ag: ga eS ok 
‘ Veet? « See. ss OO 
- | Sa ew “Es coe wt se OK 


Versuch 79 (Protokoll 196). 


Reinigung von Tumorextrakt X (Sarkom) und Spaltung gegen Casein und 
Gelatine mit und ohne Schwefelwasserstoff bei. 20 Stunden. Eluatver- 
diinnung 1: 2. 


Adsorption und Elution wie Protokoll 96. 


Caseinansétze enthalten 3ccm n Essigséure, Gelatineansaétze 0,3 ccm 
n Essigséure. H,S-Menge = ein Fiinftel der Eluatverdiinnung, HC N-Menge 
= 1 mg pro Il ccm. 
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Spaltung durch Eluate in Prozenten: 
Casein See GR ew ews eee BBS 
eS ee a ee 
Gelatine III ohne H,S.......2.- O 
7. «6 eee ewe és ew .® 
7. ee ee ss ces 2 oo OO 


Pe «Gee: we ew 80 oo SD 
Ss ee a eee oe 0 
a WEEE. se 4 «+ eH ee 0 


Bei dem gereinigten Tumorextrakt X erkennt man gegen Gelatine 
weder mit noch ohne HCN eine Spaltung. Mit H,S tritt eine erhebliche 
Wirkungssteigerung ein. Gegen Casein wird das Eluat durch H,S8 nicht 
aktiviert. 

Versuch 80 (Protokoll 285). 


Optimum-pxy-Kurve von Tumorextrakt X gegen Glyeyl-Glycin und Leucyl- 
Glycin nach Linderstrém-Lang. 

Einstellung der py geschah mittels Phosphat- bzw. Boratpuffer. Die 
Messung des px geschah am Ende des Versuchs kolorimetrisch. 

Fiir die Ansétze wurden 1,5 cem der Peptidstammlésung mit 1,5 cem 
Puffer, 1 cem Glycerin-Wassergemisch und 1 cem Extraktverdiinnung 1: 2 
versetzt und mit Wasser auf 5cem gebracht. 

Die Ans&étze wurden vor der Fermentzugabe vorgewarmt. Reaktions- 
temperatur = 37°. Spaltungsabnahmen von je 2 ccm. 

Sistierung mit Aceton und alkoholischer Salzséure. Die gebildeten 
NH,-Gruppen werden mittels n/20 alkoholischer Salzsiure gegen Naphthy!l- 
rot als Indikator titriert. (Vgl. Abb. 34.) 











Substrat 
Glyeyl-Glycin Leucyl-Glycin 

Pu cem n/20 HCl pH eem n/20 HCl 

' 6,3 0,35 6,3 0,35 
6,6 0,59 6,8 0,62 
6,9 | 0,95 6,9 0,75 
7,2 0,64 7,7 0,85 
7,4 0,56 8,1 0,93 
8,2 0,35 8,3 1,48 
8,4 0,13 8,7 1,15 
9 0,08 

Ausgepragtes Optimum bei pg 6,9 Optimum bei py 8,3 


Versuch 81 (Protokoli 280). 


Vergleich von saurem und alkalischem Rindermilzextrakt in bezug auf 
Ereptase. 

Die Technik der Ans&étze und Messung war dieselbe wie sie im vorigen 
Versuch und auch noch genauer in Kapitel II, 2b beschrieben wurde. Die 
Extraktverdiinnung betrug 1:2. Zur Anwendung gelangten je 1 ecm 
dieser Verdiinnung. 
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Zum Vergleich sind auch die KOH-Zahlen angegeben, wie sie bei 
Titration mit Lauge resultieren. 


Extrakt R Illa gegen Glycyl-Glycin (px 7,2) (sechwach sauer): 


Verbrauch von n/20 HCl ..... 0,7 cem 
gegen Leucyl-Glycin (bei py 8,1): 
Verbrauch von n/20 HCl. ... . ta 
Verbrauch n/20 KOH gegen Leucyl- 
oo rn as wee a” 1,05 


Extrakt R IIIc gegen Glycyl-Glycin (schwach alkalisch) (px 7,2): 
Verbrauch von n/20 HCl. .... 0.79 cem 


gegen Leucyl-Glycin (bei px 8,1): 





Verbrauch von n/20 HCl... . . OTT 4 
Verbrauch n/20 KOH gegen Leucy!l- 
ES ae eee ee ee 0,75 


Man erkennt keinen wesentlichen Unterschied im Ereptasegehalt 
saurer und alkalischer Extrakte. 


Tabelle. 


Trockenriickstandswerte einiger Glycerinextrakte. 





mg aschefreie 
Trockensubstanz 
Extrakt Herkunft (Mittelwerte aus 
je 2 Bestimmungen) 
pro 1 cem Extrakt 


See eee ee eiegabd Magen 11,9 
* es ae" Sila ls as Mamma 6,7 

ta ee a a eas u 10,2 

. oe Se Mla wid ‘ 12,1 

oe seer gee ae a 13,3 

o Ves chin Hae ee aie 2 ‘a 8,0 

‘i meets re. oP Se x Leber 6,7 
ied Arai iiss well nds Sarkom 11,6 
Menschliche Organe O II] ..... Leber 14,8 
‘ Es et 6 Muskel ; 7,9 

A rs oO Vv ae . Milz 18,0 

3 s ne, Eee Niere 12,5 

~ i" ok. See Gehirn 6,0 

ze ii) Oe WU Fk Haut 2,9 
I ke nc sew @. w4 23,3 
. Meee eas oe ae ee 32,1 

aa RD ile” cy 8 5 ee» 27,0 

es RY. he he tear ed (schwach alkalisch) 25,2 


Vil. Besprechung und Zusammenfassung. 

Es wird eine Ubersicht iiber unsere Kenntnisse der eiweib- 
abbauenden Fermente in normalen Geweben sowie in bésartigen Ge- 
schwiilsten gegeben. Insbesondere wird auf die Theorie von Wald- 
schmidt-Leitz eingegangen, hinsichtlich der maligne Tumoren eine 


Biochemische Zeitschrift Band 241 14 
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Sonderstellung einnehmen. Es soll durch den geainderten oxydativen 
Stoffwechsel der Tumoren eine Vermehrung der (S—H)-Gruppen auf- 
treten, die wiederum eine Aktivierung der Proteolyse — im Gegensatz 
zu normalen Geweben — bedingt. 

Es ergab sich die Aufgabe, die proteolytischen Fermente bésartiger 
Geschwiulste (Carcinome und Sarkome vom Menschen) zu untersuchen 
und sie qualitativ wie quantitativ mit denen normaler Gewebe zu ver- 
gleichen. 

Diese Untersuchungen wurden in Form und Ausdehnung durch 
Anwendung neuer Mikromethoden erméglicht (Nephelometiic). Diese 
Methoden erlauben, auch mit so geringen Fermentmengen, wie sie aus 
dem Tumormatetial- gewinnbar sind, ausfiihiliche Untersuchungen an- 
zustellen. Des weiteren erlauben sie — im Gegensatz zu der bisher 
meist angewandten Arbeitsweiie — den Abbau des EiweiBes nicht an 
dem Auftreten von Spaltprodukten, sondern an der Aufspaltung des 
Substrats zu verfolgen. Dieses Vorgehen ist wesentlich fir die 
Trennung von Tryptase- und Ereptasenwinkung. 

Die nephelometrische Methodik zur Untersuchung von Gewebs- 
fermenten wid eingehend beschiieben. Es werden Methoden zur fermen- 
tativen Spaltung von Gelatine, Casein, Edestin und Serumalbumin 
entwickelt. Da die Méglichkeit von besonderen Erscheinungen an 
arteigenem Eiwei8 gegeben war, so wurden auch Methoden zur Unter- 
suchung der Aufspaltung von EiweiB, das aus verschiedenen mensch- 
lichen Geweben gewonnen wurde, sowie des EigeneiweiB der Ferment- 
extrakte selbst (Autolyse) dargestellt. Als Fermentextrakte wurden 
meist saure Glycerinextrakte der Gewebe verwandt. Es wurden ver- 
gleichsweise auch alkalische Glycerinextrakte sowie saure und alkalische 
wasserige Extrakte untersucht, doch zeigten die verschiedenen Extrakt- 
formen kein prinzipiell voneinander abweichendes Verhalten. Infolge 
der methodisch besten Eignung wurde daher mit sauren Glycerin- 
extrakten gearbeitet. 

Eine genaue Beschreibung der Extraktgewinnung wird gegeben. 

Auf Grund der in vorangehenden Arbeiten gemachten Befunde 
wurden die Extrakte auf ihren Kathepsingehalt, Trypsingehalt und 
auf ihren Ereptaseng*halt (Dipeptidasengehalt) untersucht. 

Zunachst wurden Tumorextrakte mit Extrakten aus Rindermilz 
und Extrakten aus menschlichen Geweben (Milz, Leber, Niere, Gehirn, 
Muskulatur, Haut) qualitativ verglichen. 

Die Tumorextrakte enthalten wie die anderen Gewebsextrakte 
vorziiglich Kathep:in. Fermentreiche Tumorextrakte zeigen mitunter 
auch geringe Trypsinwirkung. Doch entzieht sich die Trypsinwii kung 
entsprechend den oft schwachen !ermentkonzentrationen der Extrakte 
meist der methodischen Nachweisbarkeit. 





~~ i. oh Bee 
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Zum Nachweis des qualitativ gleichartigen Verhaltens des Kathepsins 
von Tumoren und normalen Geweben dienten folgende Untersuchungen. 

Es wurde das kinetische Verhalten der Fermentwirkung der zu 
vergleichenden Extrakte gegen Gelatine und Casein gepriift. Die Be- 
ziehung zwischen Spaltzeit und Umsatz wird gemessen. Die Abhiangig- 
keit von der Spaltzeit ist bei allen Extrakten und bei beiden angewandten 
Substraten gleichartig. Die in den Anfangszeiten starke Substrat- 
aufspaltung wird im Verhaltnis zur Zeitzunahme immer geringer. Die 
Zeit-Umsatzkurve hat eine abflachende Form. Angenahert entspricht 
sie der Schiitzschen Regel. 

Untersucht man die Beziehung zwischen Umeatz und Ferment- 
konzentration an Gelatine und Casein, so findet man innerhalb be- 
stimmter Grenzen bei Benutzung der Anfangskurventeile (etwa bis zu 
30°, Spaltung) annahernde Proportionalitét zwischen Umsatz und 
Fermentkonzentration. 

Daher gestattet unter den gegebenen Bedingungen wiederum die 
Konzentrationsumsatzkurve Schliisse auf die Konzentration unbekannter 
Extrakte zu ziehen. 

Zwischen Extrakten aus normalen Geweben und Tumorextrakten 
besteht somit in kinetischer Hinsicht kein Unterschied. 

Des weiteren wurde die Form der Azidititsumsatzkurven der zu 
vergleichenden Extrakte gegen verschiedene Substrate gepriift. 

Alle zur Untersuchung gelangten Extrakte normaler Gewebe und 
maligner Tumoren zeigten gegen Casein scheinbar zwei Optima im 
sauren Gebiet. Die eine Kurvenerhebung liegt bei pq etwa 3, die zweite 
bei pu etwa 5. Das Optimum bei px 5 ist gewohnlich etwas gréBer 
als das bei 3. Dies Verhalten ist — wie schon in vorangehenden Arbeiten 
gezeigt — mit Wahrscheinlichkeit auf die Flockung des Caseins bei 
seinem isoelektrischen Punkte, px etwa 4, zuriickzufiihren, bei dem unter 
den Bedingungen des Ansatzes eine Beeintrichtigung der Ferment- 
wirkung erfolgt. Wahrscheinlich liegt das wahre Optimum gegen 
Casein bei px etwa 4; durch den Einbruch der Kurve an dieser Stelle 
werden aber zwei scheinbare Optima bei 3 und 5 vorgetauscht. 

Stark fermenthaltige Extrakte (auf Kathepsin bezogen), wie Ex- 
trakte aus Rindermilz oder menschlichen parenchymatésen Organen, 
zeigen noch ein drittes kleineres Optimum bei px 8. 

Aus den in einer Arbeit von P. Rona und H. Kleinmann' 
dargelegten Griinden ist dies Optimum als fiir Tryptase beweirend an- 
zusehen. Schwacher fermenthaltige Extrakte, wie solche aus den meisten 
Carcinomen, menschlicher Muskulatur, Haut, Hirn usw., lassen dies 


1 Siehe das folgende Heft dieser Zeitschr. 
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Optimum vermissen. Es ist anscheinend mit der gegebenen Methodik 
nicht mehr faBbar. Hier schlieBt sich an, daB einzelne besonders 
fermentreiche Tumorextrakte ein kleines drittes Optimum bei px 8, 
also Trypsin, aufweisen. 

Gegen Gelatine liegt das Optimum beietwa px 4. Dieses Optimum wird 
von den nativen Extrakten unmittelbar, d.h. ohne Aktivierung, nur von 
fermentreichen, wie Rindermilzextrakten oder Extrakten aus mensch- 
lichen parenchymatésen Organen gegeben. Die meisten Carcinom- 
extrakte sowie die Extrakte aus menschlichen Geweben, die nicht 
parenchymatésen Organen entstammen, greifen Gelatine nicht oder 
nur sehr wenig an. Nach Aktivierung durch Schwefelwasserstoff ist 
mit diesen Extrakten ebenso wie bei allen anderen ein deutliches 
Optimum bei px etwa 4 zu beobachten. Im alkalischen Gebiet laBt sich 
bei starker fermenthaltigen Extrakten wie gegen Casein ein Optimum 
bei pu etwa 8 und somit die Anwesenheit von Trypsin nachweisen. 
Dies wird als wesentlich angesehen, da die Gelatineversuche diejenigen 
an Casein bestatigen und zeigen, daB ein Optimum bei px etwa 8 beim 
Casein nicht durch einen Kurveneinbruch bei px etwa 7 so vorgetauscht 
wird, wie dies im sauren Gebiet bei pu 4 geschieht. 

Trotzdem sind die Gelatineversuche im alkalischen Gebiet nur 
durch Wiederholung und orientierend verwertbar. Die Gelatinemethode 
ist im alkalischen Gebiet nicht véllig zuverlassig. 

Gegen Serumalbumin liegt die optimale Spaltung bei px 4 bis 5. Nur 
fermentreiche Extrakte (s. oben) spalten Serumalbumin. Fermentarme, 
wie die meisten Tumorextrakte, greifen Albumin nicht mehr an. 


Gegen EiweiB aus verschiedenen menschlichen Organen ist ein breites 
Optimum bei pr etwa 4 bis 5 vorhanden. Eine besondere Spezifitat gegen 
arteigenes EiweiB war weder bei Organ- noch Tumorextrakten zu beob- 
achten. Organeiwei8 wird ebenso wie Serumalbumin verhaltnismabig 
schwer angegriffen. Daher wird es von fermentreichen Extrakten (s. 
oben) deutlich, von den anderen und den Tumorextrakten nur schwach 
angegriffen. Tryptasewirkung war nicht nachweisbar. 

Gegen das in den Extrakten enthaltene EigeneiweiB (Autolyse) liegt 
ein deutliches Optimum bei px etwa 4 vor. Das EigeneiweiB der Extrakte 
wurde von allen Extrakten verhaltnismaBig leicht angegriffen. Die 
fermentreicheren (s. oben) zeigen auch bei pq 8 Tryptase, die anderen 
einschlieBlich der meisten Tumoren nicht. 


Gegen Edestin war ein deutliches Optimum bei px etwa 4 bei allen 
Extrakten zu beobachten. Da Edestin verhaltnismaBig schwer durch 
Tryp’in angreifbar ist, wurde bei keinem der Extrakte eine Trypsin- 
wirkung beobachtet. Die Aziditats-pq-Kurven zeigen also tiberein- 
stimmend bei allen Extrakten ein im sauren Milieu bei px etwa 4 bis 5 
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optimal wirkendes Ferment. Trypsin dagegen ist nur bei den verhaltnis- 
maBig leicht angreifbaren Substraten Casein, Gelatine und Eigeneiweib 
der Extrakte zu beobachten und auch nur dann, wenn verhaltnismaBig 
fermentreiche Extrakte vorliegen. Tumorextrakte verhielten sich im 
allgemeinen wie Extrakte, die nach ihrem Fermentgehalt zwischen denen 
menschlicher parenchymatéser Organe und anderer Gewebe stehen. 
Ein Unterschied gegen normale Gewebe war nicht nachweisbar. 

Nunmehr wurde das Verhalten der Extrakte gegen Aktivatoren 
geprift. 

Die proteolytische Wirksamkeit des Kathepsins konnte sowohl 
durch Schwefelwasserstoff wie durch Cyanwasserstoff bedeutend ver- 
stirkt werden, wenn Gelatine als Substrat angewandt wurde. 

Alle untersuchten Extrakte zeigten diese Wirkungssteigerung. 
Schwach wirkende Extrakte wie die aus Haut, Muskulatur und Tumoren, 
die an sich Gelatine tiberhaupt nicht anzugreifen vermégen, werden 
erst durch Behandlung mit den Aktivatoren fahig, dieses Substrat 
meBbar zu spalten. Diese Aktivierung zeigt sich hei allen Roh- 
extrakten, d. h. allen urspriinglichen Glycerinextrakten, gleich, ob saure 
oder alkalische Extrakte untersucht wurden. Die Wirkungssteigerung 
ist von der Menge Schwefelwasserstoff und Cyanwasserstoff abhangig. 
Doch kann man fiir eine gegebene Fermentmenge ein Maximum an 
Aktivator erreichen. Bei Anwendung von Schwefelwasserstoff war 
es mdéglich, stets mit der maximalen Schwefelwasserstoffmenge zu 
aktivieren, bei Anwendung von Cyanwasserstoff war dies aus tech- 
nischen Griinden nicht médglich. 

Eine Variation der Inkubationszeit war ohne EinfluB auf die 
Aktivierung. 

Dagegen ergab sich als sehr wesentlich die Verdiinnung des Ferment- 
extrakts, bei der die Aktivierung erfolgt. 

Bei der Methodik von Waldschmidt-Leitz, der mit verhailtnismaBig 
sehr konzentrierten Extrakten arbeitet, gelingt es, im Rahmen der 
Methode die Wirkung des Kathepsins durch Schwefelwasserstoff etwa 
zu verdoppeln. Bei Anwendung der Nephelometrie, die mit viel ver- 
diinnteren Extrakten arbeitet, konnte die Wirkung des Kathepsins 
vervierzig- und verfinfzigfacht werden. 


Diese Erscheinung ist nicht nur theoretisch wichtig, sondern 
wesentlich fiir alle quantitativen Bestimmungen. Ist es doch nicht 
méglich, Extrakte verschiedenen Fermentgehalts und daher bei der 
Messung auch verschiedenen Verdiinnungszustandes nach Aktivierung 
und Spaltung von Gelatine einfach miteinander zu vergleichen. Ein 
solcher Vergleich kénnte nur bei gleicher, maximaler Aktivierung 


erfolgen. 
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Es gelang zu zeigen, daB bei den angewandten Verdiinnungen 
der Fermentextrakte von 1:25 bis 1:50 wenigstens annahernd eine 
vollkommene Aktivierung erfolgt war. 

Wahrend bei den nativen Extrakten eine Wirkungssteigerung sowohl 
durch Schwefelwasserstoff wie auch durch Cyanwasserstoff erzielbar 
war, dniert sich dieses Verhalten bei der Reinigung des Kathepsins. 

In den Eluaten lieB sich das Kathepsin nur durch Schwefel- 
was:er: tcff, nicht aber durch Cyanwasserstoff aktivieren. Dies beruht 
nicht darauf, daB die Eluate leicht alkalische Reaktion haben (im 
Gegensatz zu den sauren Originalextrakten), da auch alkalische 
Originalextrakte durch Cyanwasserstoff aktivierbar sind. Das Ver- 
schwinden der HCN-Aktivierbarkeit mu8 unmittelbar mit dem 
Reinigungsvorgang zusammenhingen. 

In allen diesen Erscheinungen verhalten sich Tumorextrakte wie 
Extrakte aus normalen Geweben. 

Bei der Untersuchung der Aktivierungsvorgiinge gegen andere 
Substrate, wie Carein, Edestin, SerumeiweiB, Organeiweif, Eigeneiweib 
der Fermentextrakte zeigte es sich, daB gegen diese tiberhaupt keine 
Aktivierung durch Schwefelwasserstoff oder Cyanwasserstoff zu beob- 
achten war. Der Begriff der Aktivierung scheint unter den ge- 
gebenen Versuchsbedingungen von den angewandten Sub traten allein 
auf Gelatine als Substrat beschriinkt zu sein. Vermutlich hanzt diese 
von B funden anderer Autoren abweichende E:kenntnis mit der 
Messung der Fermentwirkung am Substrat zusammen. 

Hierdurch werden die SchluBfolgerungen, die hinsichtlich der 
Bedeutung von (S—H)-Gruppen fiir den Aktivitatszustand der 
Proteinasen in den Zellen gezogen sind, in Frage gestellt. Das 
gleiche gilt dann auch fiir die Verkniipfung des Zuriicktretens des 
aeroben Stoffwechsels mit der Entstehung von (S—-H)-Gruppen. 

Auch hier unterschieden sich Gewebsextrakte nicht von Tumor- 
extrakten. 

Das gleiche gilt fiir das Verhalten der Fermente bei adsorptiver 
Trennung und Reinigung. Tumorextrakte lassen sich genau so reinigen 
wie Gewebsextrakte. Es ist méglich, praktisch ereptasefreie Eluate 
zu erhalten. Die gereinigten Fermente liefern qualitativ die gleichen 
Aktivitaéts-pq-Kurven wie die ungereinigten. Das gereinigte Ferment 
ist aber nur durch Schwefelwasserstoff aktivierbar (gegen Gelatine). 

Nach Durchfiihrung des qualitativen Vergleichs wurde versucht, 
auch den quantitativen Vergleich hinsichtlich des Fermentgehalts 
normaler Gewebe und Tumoren zu ziehen. 

Um eine Vergleichsméglichkeit auch mit friiheren Arbeiten zu 
schaffen, wurde versucht, die Einheiten nach Waldschmidt-Leitz, die an 
die Methodik des Autors gebunden sind, zu benutzen und unsere 
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Methoden entsprechend zu eichen bzw. eine Umrechnungsform durch- 
zufihren. 

Da die geringe Materialmenge die direkte Eichung von Tumor- 
extrakten nach der van Slyke-Methode verbot, wurde derart vorgegangen, 
daB zunachst einige Extrakte aus Rindermilz gegen Gelatine sowohl 
nativ wie auch durch Schwefelwasserstoff aktiviert (maximal soweit es 
die Methode erlaubte) nach Waldschmidt-Leitz untersucht und ihr 
Fermentgehalt mk(e) festgestellt wurde. Des weiteren wurde durch 
Bezug auf den ‘lrockenriickstand des Glycerinextrakts der Ferment- 
gehalt der in den Extrakt gegangenen Substanz K(w) sowie durch 
Zugrundelegung der extrahierten Materialmenge die aus dem Material 
extrahierbare Fermentmenge K,(w) dargestellt. 

Mit diesen geeichten Extrakten wurden nun _nephelometrische 
Spaltungen zunichst mit Gelatine durchgefiihrt. Die Umsiitze 
wurden gegen die angewandten Fermenteinheiten graphisch dargestellt. 
Diese Eichkurven erméglichten dann die Messung des Fermentgehalts 
unbekannter Extrakte und ihre Riickrechnung auf Waldschmidt-Leitz- 
Einheiten. 

Die Fermentmengen normaler Gewebe wurden auf diese Weise 
(unaktiviert und aktiviert gegen Gelatine) gemessen. 

Es ergab sich, daB die mk(e) von Rindermilzextrakten unaktiviert 
zwischen 150 und 200, diejenigen von parenchymatésen menschlichen 
Organen zwischen 60 und 105 liegen. Die mk(e) nichtparenchymatéser 
Gewebe und Tumoren lassen sich auf diese Weise nicht ermitteln, da 
deren Extrakte unaktiviert Gelatine nicht meBbar angreifen. 

Die aktivierten Extrakte von Rindermilz zeigen einen Gehalt von 
3500 bis 7500 mk(e), diejenigen aus parenchymatésen Organen von 
1200 bis 4500 mk(e), von nichtparenchymaté:en Geweben zwischen 
45 und 70 und diejenigen von Tumoren einen Gehalt von 200 bis 
1900 mk(e). 

Da nun die Gelatinemethode nur orientierenden Wert lieferte, wurde 
des weiteren auch der Caseinumsatz zum quantitativen Vergleich heran- 
gezogen. Ebenso wie bei Gelatine werden nephelometrische Casein- 
um:atze kurvenmaBig mit den nach Waldschmidt-Leitz geeichten Ex- 
trakten dargestellt und der Umsatz in bezug auf Einheiten ausgewertet. 

Die Um atze der zu vergleichenden Extrakte gegen Casein wurden 
ermittelt und mittels der Eichkurven ausgewertet. 

Bei diesem Vergleich ergab sich, daB die mk(e) menschlicher nor- 
maler Organe 120 bis 180 (60 bis 901) betragen gegeniiber etwa 300 
bis 350 mk(e) (150 bis 175) der Rindermilzextrakte, wenn man sie 


1 Zum Vergleich mit den Gelatineeinheiten sind die Zahlen durch 
2 zu dividieren; sie werden in ( ) gegeben. 
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auf die mk(e)-Werte bezieht, die die letzteren nach Waldschmidt-Leitz 
ausgewertet gegen Gelatine in aktiviertem Zustande hatten. 

Nichtparenchymatése Organe (Muskulatur, Haut und Hirn) geben 
nur mk(e) von maximal 20 bis 40 (10 bis 20), waihrend Tumoren ver- 
schiedener Herkunft einen Kathepsingehalt von 40 bis 120 (20 bis 60) 
aufweisen. 

Bezieht man die mk(e) auf die Gewichtseinheit des Frischgewebes, 
so zeigt es sich, daB die K,(w)-Werte von Organen und Tumoren in 
der gleichen GréBenordnung von 0,06 bis 2,8 liegen. 

Aus allen diesen Versuchen folgt, daB weder qualitativ noch 
quantitativ Extrakte aus malignen Tumoren sich von solchen aus 
normalen Geweben unterscheiden. Die Tumorextrakte enthalten eher 
weniger Ferment als die Extrakte aus normalen parenchymatésen 
Organen. Sie stehen zwischen diesen und Extrakten aus _nicht- 
parenchymatésen Geweben. Der Fermentgehalt eines Gewebes geht 
also in groBen Ziigen dem Zellgehalt desselben parallel. 

SchlieBlich wurden noch einige Versuche tiber den Erepsingehalt 
der Tumorextrakte im Vergleich zu solchen normaler Gewebe angestellt. 
Es wurde der Dipeptidasegehalt gegen Leucyl-Glycin und Glycyl- 
Glycin gepriift. 

Das Aziditétsoptimum gegen Leucyl-Glycin wurde entsprechend 
den Angaben der Literatur bei px etwa 8, das gegen Glycyl-Glycin 
bei pu etwa 7 gefunden. Auch konnte bestatigt werden, daB Leucyl- 
Glycin leichter als Glycyl-Glycin umgesetzt wird. 

Qualitativ zeigte sich zwischen den verglichenen Extrakten hierbei 
kein Unterschied. Auch quantitativ ergab sich ein solcher nicht. 

Sauer und alkalisch hergestellte Extrakte erweisen sich im Ereptase- 
gehalt etwa gleich stark. 

Alle Einzelbefunde fiihren zu dem SchluB, da®B weder quali- 
tativ noch quantitativ prinzipielle Unterschiede zwischen Extrakten 
normaler Gewebe und maligner Tumoren bestehen. Es besteht sonach 
bisher noch kein Grund, ihr Wachstum in Beziehung zu proteolytischen 
Vorgangen zu bringen. 
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Verbesserte Methode zur Bestimmung 
der CO,- und 0,-Spannung in kleinen Fliissigkeitsmengen. 


Von 
A. Beek. 
(Aus der Chirurgischen Universitaétsklinik Kiel.) 
(Eingegangen am 9. August 1931.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Methode der Bestimmung der CO,-Spannung in kleinen Fliissig- 
keitsmengen, wie ich sie! angegeben habe, hat sich bei zahlreichen 
biologischen Untersuchungen bisher bewahrt. Aber wie alle methodischen 
Dinge, haben sich auch hier ab und zu Klippen gezeigt, die das Arbeiten 
unter Umstanden erheblich erschweren konnten, so da manchmal ein 
wertvoller Versuch nicht verwertbar war. Ich méchte darum im folgenden 
angeben, wie ich seitdem die Methode verbessert habe, so da8 mir das, 
was friiher manchmal noch technisch schwierig war, nunmehr auch 
iiberwunden zu sein scheint. 

Im Prinzip ist die Methode genau die gleiche geblieben: Eine 
kleine Luftblase in der GréBe von 0,1 cem (0,05) wird in der friiher 
beschriebenen Weise in einer Spritze von 10 ccm (5 ccm) Inhalt mit 
den Fliissigkeitsgasen in Ausgleich gebracht. Die Gasblase wird zwischen 
Quecksilber in einen Zwischenapparat und aus diesem auf die gleiche 
Weise in den eigentlichen Analysenapparat tberfihrt. 

Die Hauptschwierigkeit bei diesem Uberfiihren bildete bisher das 
Herausfangen der kleinen Gasblase aus der Spritze, d.h. das Uber- 
fiihren in das ZwischengeféB. In vielen Fallen ging dies spielend leicht, 
in anderen, vor allem in solchen mit erhéhter Oberflachenspannung 
des Spritzeninhalts hatte die Gasblase manchmal die Neigung wie ein 
elastischer Gummiball der Kaniilenspitze auszuweichen. Und hatte 
man schlieBlich die Gasblase gliicklich angestochen und machte eine 
kleine ungeschickte Bewegung, so rutschte sie ab und war dann in 
verkleinerter Form kaum mehr iiber die Kaniilenspitze zu bekommen, 


1 Diese Zeitschr. 199, 21, 1928. 
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ohne da gleichzeitig Fliissigkeit mit zuriickgesaugt wurde. Damit 
wird aber dann das Resultat ungenau. Nach laingerem Versuchen auf 
die verschiedenste Art glaube ich nunmehr auf folgende Weise der 
Schwierigkeiten Herr geworden zu sein. 


In dem Kolben der Spritze ist an dem dem Spritzeninnern zugekehrten 
Rand an einer beliebigen Stelle eine kleine Mulde eingefeilt. In dieser 
Mulde ist auBerdem in einer Entfernung von 1,3 mm vom Kolbenrand ein 
Loch von einer Tiefe von 2mm und | mm Weite eingebohrt. Will man die 
Gasblase nach dem Ausgleich mit den Fliissigkeitsgasen entnehmen, so 
halt man die Spritze nach dem Herausnehmen aus dem Wasserbad und 
Abtrocknen mit dem Kaniilenansatzende schrig nach unten. In dieser 





Abb. 1. 


Lage schiebt man zweckmaéBig den Kolben durch zweimaliges Drehen 
etwas vor. Dadurch wird etwas von dem Fliissigkeitsinhalt der Spritze 
in den mit fliissigem Paraffin gefiillten Schlauch vorgeschoben. Beim 
Heraussaugen der Casblase flieBt nun dieser Inhalt zuriick und nicht 
fliissiges Paraffin. Es wiirde das nicht unbedingt einen Fehler bedingen 
in der Zusammensetzung der Gasblase (wiewohl CO, in geringem MaBe 
auch von Paraffin absorbiert wird), dagegen kénnen die Paraffintropfen, 
wenn sie sich an die Gasblase anlegen, unter Umstanden bei der Entnahme 
stéren. Sicherer ist es auf jeden Fall, wenn bei der Entnahme der Gasblase 
nur eine Fliissigkeit in die Spritze eintritt, mit der die Gasblase an sich in 
Ausgleich gebracht worden war. Der Kolben wird nun so gedreht, daB die 
muldenférmige Einkerbung dem Ansatz A (s. friihere Abb. 1 in 199, 21, 1928) 
gegeniibersteht. Zur Entnahme der Gasblase wird jetzt weiter verfahren, 
wie in der friiheren Abhandlung angegeben ist. Durch die muldenférmige 
Einkerbung am Kolben, in der die Gasblase steht, weicht diese Gasblase 
beim Anstechen mit der Kanitile nicht so leicht nach der Seite aus. Da 
es infolge des unhandlichen Baues des Zwischenapparats nicht ganz einfach 
ist, die Kaniilenspitze mit der nétigen Ruhe in der Mitte der Gasblase zu 
halten und eine Bewegung der Kaniile wahrend des Absaugens der Gasblase 
die ganze weitere Untersuchung hinfallig machen kann, wenn dadurch 
vorzeitig Fliissigkeit in den Zwischenapparat eintritt, so muBte noch eine 
Einrichtung geschaffen werden, die das ruhige. Liegen der Kaniilenspitze 
in der Gasblase garantiert. Nach mehreren Versuchen hat sich die Ein- 
richtung als sicherste erwiesen, die Kaniilenspitze in ein kleines Loch im 
Kolben einzustecken. Liegt die Spitze der Kaniile in diesem Loch, das, 
wie oben angegeben, in die muldenférmige Einkerbung eingebohrt ist, 
dann ist eine Bewegung mit dem Zwischenapparat, wie sie bei dem Drehen 
der Schraube S oft nicht vermeidbar ist, bedeutungslos. Das Einsaugen 
der Luftblase kann naturgemé8 nicht mehr durch die Kaniilenspitze er- 
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folgen, da diese bereits in die Fliissigkeitswand der Gasblase taucht, dasselbe 
geschieht vielmehr jetzt durch eine seitliche Offnung in der Kaniile, die 
3.6mm hinter der Spitze eingeschliffen ist. Die Offmung an der Kaniilen- 
spitze selbst wird mit etwas Hahnfett zugestopft. das man vor dem Ein- 
stechen der Kaniile (durch den Gummiiiberzug tiber den Ansatz A) ein- 
streicht. Die Offnung dauernd abzudichten, ist nicht méglich, da man 
durch die seitliche Offnung die Kaniile nicht reinigen und einfetten kann, 
was nach dem Gebrauch notwendig ist. Nach diesem Abdichten reibt man 
die Kaniile zweckmaéBig mit einem Tupfer mit Ather und nachdem mit 
Alkohol ab. um die Umgebung der seitlichen Offnung vom Fett zu befreien. 
Ein Fettiiberzug an dieser Stelle macht die Kaniile unbenetzbar fiir Fliissig- 
keiten, wodurch die Gasblase sich bestrebt. von dieser Stelle auszuweichen. 


” 4, 
Abb. 2. Abb. 3. 








Mit dieser kleinen Modifikation ist die friiher oft schwierige Ent- 
nahme der Gasblase gew6hnlich auBerordentlich sicher und bequem. 
AuBerdem 1aéBt sie sich meist bis auf den letzten Rest entnehmen, 
wodurch man immer geniigend Gas fiir die Analyse zur Verfiigung hat. 

Weiter méchte ich noch eine kleine technische Verbesserung an- 
geben, die nicht so wichtig ist, aber das Arbeiten auch angenehmer 
macht, indem sie vor allem auch das Verspritzen von Quecksilber ver- 
meidet. Es handelt sich um eine Anderung der Regulierschrauben, mit 
denen man die Quecksilbersiule hin und her bewegt. 

Bei der gewéhnlichen Herstellung der Gewinde sind diese. auch wenn 
sie eingefettet werden, meist nicht so dicht, daB sie nicht doch mehr oder 
weniger Quecksilber neben sich durchtreten lassen. Ich habe deshalb 
diese Schrauben umgeéndert nach Art einer Stopfbiichse mit Leder- 
packung (L), durch die das Gewinde zum Teil verlaéuft. Das Leder kann 
durch festeres Einschrauben der Schraube H, nach Bedarf fester gepreBt 
werden, so daB die Schraube geniigend dichtet und trotzdem noch geniigend 
leicht beweglich bleibt (s. obenstehende Abb. 3). 

AuBer diesen technischen Anderungen méchte ich in Vervollstan- 
digung meiner friiheren Mitteilung angeben, wie man an die CO,-Be- 
stimmung ohne Schwierigkeit eine O,-Bestimmung anschlieBen kann. 
Zunachst wird in der friiher beschriebenen Weise die CO,-Bestimmung 
gemacht und der endgiiltige Wert abgelesen und notiert. Nunmehr 
schiebt man die Gasblase wieder vor, bis die Quecksilbersiule wieder 
annaihernd an der rechtwinkligen Abzweigung des KalilaugengefaBes 
steht. Jetzt fiillt man mit einem kleinen Holzspatel Pyrogallol in Sub- 
stanz in das KalilaugengefaB. Auf die Menge kommt es nicht genau 
an. Einige Messerspitzen voll geniigen. Das Pyrogallol lést sich sehr 
rasch und sinkt auch durch das Glasrohr unter dem LaugengeféB nach 
unten, so daB man in kurzer Zeit eine fiir die Absorption geeignete 
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: alkalische Pyrogallollésung hinter der die Gasblase abschlieBenden 
/ Quecksilbersiule stehen hat, mit der man auf die gleiche Weise die 
| , ‘ : , . 

: Wand des Glases benetzt wie vordem bei der Absorption der Kohlen- 
/ siure. Die weitere Bestimmung wird nun genau ebenso gemacht wie 


vordem bei der Bestimmung der CO,. Die Absorption des Sauerstoffs 
a volizieht sich sehr rasch. Den gefundenen Endwert rechnet man ebenso 
auf Prozente und unter Beriicksichtigung des Barometerstandes und 
des Dampfdruckes bei der Ausgleichtemperatur in den Partialdruck 
um, wie bei der CO,-Bestimmung. Vergleichende Bestimmungen im 
arteriellen und vendsen Blute bei demselben Patienten ergeben z. B. 
folgende Werte: 

arterielle CO,-Spannung 37.6 mm, 

vendse CO,Spannung 51.3 mm, 


O,-Spannung 94.0 mm, 
O,-Spannung 41,2 mm. 

Fur derartige Bestimmungen werden zweckmabig gleichzeitig zwei 
gleiche Apparate verwendet, da die Reinigung der Apparatur infolge 
des langsamen Trocknens mit Durchsaugen von Luft zu lange Zeit 
in Anspruch nehmen wiirde und damit bereits Verainderungen in dem 
zu untersuchenden Blute eingetreten sein kénnten, die zurzeit nach 
dieser Richtung noch nicht bekannt sind. 


Uber die Resultate weiterer derartiger klinischer 


Untersuchungen 
wird an anderer Stelle berichtet werden. 

















Quantitative Bestimmung des Magnesiums im Harn 
mittels des Stufenphotometers. 


Von 
Carl Urbach. 
(Aus dem Physiologischen Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 12. August 1931.) 


Die meisten kolorimetrischen Methoden der Bestimmung des 
Magnesiums beruhen auf der Kolorimetrie des im Magnesiumammon- 
phosphatniederschlag erhaltenen Phosphors (1). Es lag daher nahe, 
die sich mit Verwendung des Stufenphotometers bei der quantitativen 
Bestimmung des Phosphors ergebenden Vorteile (2) (3) auch der quanti- 
tativen Magnesiumbestimmung zuganglich zu machen. Als Grund- 
vorschrift diente die klassische Methode nach Bell und Doisy (4), 
die auf dem Prinzip beruht, daB die gebildete Phosphormolybdansaure 
bei der Reduktion mit Hydrochinon einen blauen Farbstoff, das 
Molybdanblau, bildet. Die Magnesiummenge ergibt sich aus der Multi- 
plikation des gefundenen Phosphors in Milligramm mit 0,785 (5) (6) (7). 
Dieser Faktor ist das Magnesiumaquivalent von P nach der Gleichung 
MgCl, + Na,HPO, + NH,OH = MgNH,PO, + 2 NaCl + H,0O. 


Bei der Bestimmung geht man folgendermaBen vor. Der Harn 
wird vor der Ausfiihrung der Bestimmung auf Eiweil geprift. Ist 
EiweiB vorhanden, so muB er zuerst verascht werden und zwar entweder 
auf trockenem Wege nach Stolte (8) (9), auf nassem Wege nach 
Neumann (10) (11) (12) oder im_ geschlossenen Apparat nach 
Tschopp (13). Ist der Harn eiweibfrei, so kann mit der Bestimmung 
unmittelbar begonnen werden. 


4ccm Harn werden in ein graduiertes Zentrifugenglischen von 
15 ccm Inhalt (Jenenser Glas) pipettiert. Dazu kommt 1 ccm 4°, iger 
Ammonoxalatlésung und 2ccm gesittigter Na-Acetatlésung. Nach 
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Durchmischung und mindestens 30 Minuten langem Stehen wird bei 
etwa 1500 Touren zentrifugiert. Von der tberstehenden Fliissigkeit 
werden genau 6ccm in ein zweites graduiertes Zentrifugenglischen 
pipettiert. Unter Umrihren fiigt man 1 ccm einer 5°,igen Ammon- 
phosphatlésung und 2 Tropfen konzentrierten Ammoniak (d = 0,903) 
hinzu. Das Ausfallen des Magnesiumammonphosphats geschieht 
allmahlich durch Reiben der inneren Wandung des Zentrifugenglaschens 
mit einem diinnen Glasstab. Der Glasstab wird nachher mit etwa 
2ccm H,O abgespiilt. Dann laBt man die Probe 10 Stunden stehen, 
zentrifugiert, saugt die Fliissigkeit ab und wascht dreimal auf der 
Zentrifuge mit je 5 ccm verdiinntem Ammoniak (1 Teil konz. 
NH,OH + 2 Teile H,O), hernach einmal mit 5 cem 75°, igem 
Alkohol, der pro Liter 10 cem konz. NH,OH enthalt. Nach dem Ab- 
saugen der Waschfliissigkeit stellt man das Zentrifugenglischen in 
siedendes Wasser, um den Rest des Ammoniaks zu verjagen, lést in 
5cem n/10 H,SQ,, iiberfiihrt in ein 25-ccm-MeBkélbchen, spilt einmal 
mit weiteren 5ccm n/10 H,SO,, zweimal mit je 5ccm H,O und fiillt 
bis zur Marke auf. | 

Zur Phosphorbestimmung gibt man in einen MeBkolben von 100 cem 
Inhalt 10 cem des aufgelésten und auf 25 ccm aufgefillten Phosphats, 
gibt 20cem H,O, 5cem Ammonmolybdatlésung und 5cem Hydro- 
chinonlésung hinzu. Nach 25 Minuten setzt man 25 cem Carbonat- 
sulfitmischung hinzu, fillt zur Marke auf und mischt gut durch. Inner- 
halb 30 Minuten wird unter Vermeidung von Sonnenlicht und Tem- 
peraturerhéhung photometriert. Gemessen wird gegen optisch reines 
Wasser, bei einer Schichtdicke von 10mm unter Vorschaltung des 
Filters S 61 oder bei einer Schichtdicke von 5mm unter Vorschaltung 
des Filters S 72. Sollte die Farbe eine geringere Intensitét aufweisen, 
so wird mit einer entsprechend gréBeren Schichtdicke gemessen und 
der Ablesewert auf die Schichtdicke 10 bei Vorschaltung des Filters 8 61 
bzw. auf die Schichtdicke 5 bei Vorschaltung des Filters 8 72 reduziert. 
Der gemessene Wert kann dann entweder den in der unter (2) zi- 
tierten Arbeit enthaltenen Eichkurven der direkten Ablesewerte oder 
a. a. O. (14) wiedergegebenen Tabellen entnommen werden. Benutzt 
man die Eichkurven, so erhalt man die in der photometrisch ge- 
messenen Lésung vorhandene P-Menge in Milligramm. Das Magnesium 
im Harn wird dann nach fo!lgender Forme] errechnet : 


25 


= .25 0,785. a = 57,2 .a mg in 100 ccm Harn, 
0 6 


wobei a die gefundene P-Menge in Milligramm ist. 
Wenn man die Tabellen benutzen will, wird die dem Ablese- 
wert an der Trommel entsprechende Mg-Menge in Milligramm-°,, 
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direkt aus den Tabellen in der Rubrik A-°,, entnommen. Das Mag- 
nesium im Harn errechnet sich dann nach der Forme!l: 


25 7 
25 -—-—-a 72,9 .a, mg in 100 ccm Harn, 
< ie . 


wobei a, die gefundene Magnesiummenge in Milligramm ist. 


Zur Durchfiihrung der gegebenen Vorschrift sind also folgende Lésungen 
erforderlich: 1. 4°,ige Ammonoxalatlésung, 2. gesattigte Na-Acetatlésung, 
3. 5°, ige Ammonphosphatlésung, 4. konzentriertes Ammoniak (D 0,903), 
5. Ammoniak verdiinnt (1:2), 6. 75° ,iger Alkohol, der pro Liter 10 cem 
konzentriertes Ammoniak enthalt, 7. n/10 H,SO,, 8. die in der unter (2) 
zitierten Arbeit angegebenen Lésungen zur quantitativen Phosphor- 


bestimmung mittels des Stufenphotometers. 

Um die Fehlerbreite der geschilderten Methode festzustellen, 
wurde eine Reihe von gestellten Magnesiumsulfatlésungen (MgSO, . 7 
.H,O) stufenphotometrisch bestimmt. Die Werte zeigen, wie aus 
folgender Tabelle zu ersehen ist, eine Fehlerbreite von etwa 6,2%. 
Diese Fehlerbreite ist also nicht gréBer als bei den genauesten kolori- 
metrischen Methoden, die die Reaktion von gewissen Farbstoffen 
{z. B. 1-, 2-, 5-, 8-Oxyanthrachinon-Alizarincyanin-Hahnsches Reagens ; 
Titangelb A (Griibler-)Koltho{fsche Reagens] mit Magnesium zur Grund- 
lage haben (11) (16) (17) (18)?. 


Tabelle I. 


Stufenphotometrische Mg-Bestimmungen einer Magnesiumsulfatlésung 
MgS0O,.7 H,0O. 





Verwendet Gefunden Gefunden 
mg mg 0 
I 03 0,281 93,7 
II 0.3 0,3187 106.2 
Il 0,2 0,210 15,0 
IV 0,08 0,077 96,3 
V 0,06 0,0576 96,1 


Zusammenfassung. 

Es wird ein Verfahren der quantitativen Bestimmung des Mag- 
nesiums im Harn beschrieben, das den bisherigen kolorimetrischen 
Methoden durch schnellere Durchfiihrbarkeit und den Wegfall einer 
Standardlésung tiberlegen ist. 


1 Eine stufenphotometrische Methode auf dieser Grundlage wird in 
einem der folgenden Hefte dieser Zeitschrift beschrieben. 
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Quantitative Bestimmung des Calciums im Harn 
mittels des Stufenphotometers. 


Von 
Carl Urbach. 
(Aus dem Physiologischen Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 12. August 1931.) 


Da jede Magnesiumbestimmung in organischen  Fliissigkeiten 
eine Trennung von Calcium zur Voraussetzung hat und besonders 
in physiologischen Versuchen die Bestimmung des Calciums neben der 
des Magnesiums wichtig ist, lag es nahe, die oben (1) beschriebene 
Methode auch auf die Calciumbestimmung auszudehnen. Die zu dieser 
Bestimmung erforderlichen Lésungen sind dieselben wie die zur Mag- 
nesiumbestimmung notwendigen. Das Prinzip der Methode beruht 
auf der gemeinsamen Fallung des Calciums und Magnesiums als Phos- 
phate. Die entsprechende Phosphormenge in Milligramm (Differenz 
zwischen Calcium- und Magnesiumphosphat einerseits und Magnesium- 
phosphat andererseits) wird mit der Zahl 1,935 (2) (3) (4) multipliziert 
und ergibt das Calcium in Milligramm. Dieser Faktor ist das Calcium- 
aquivalent von P nach der Gleichung: 

3Ca Cl, + 2Na,HPO, + 2NH,OH 
= Ca, (PO,), + 4NaCl + 2NH,Cl + 2 HO. 

Die Durchfiihrung der Bestimmung erfolgt in zwei Parallelproben. 
In ¢iner Parallelprobe wird nach gegebener Vorschrift (1) das Mag- 
nesiumammoniumphosphat gefallt. In der anderen Parallelprobe 
werden 4cem Harn unmittelbar mit 1 ecm 5°,iger Ammonphosphatlésung 
und 2 Tropfen konzentriertem Ammoniak versetzt und dann so weiter 
behandelt wie in der ersten Probe. Die stufenphotometrische Messung 
beider Proben erfolgt innerhalb 30 Minuten unter Vermeidung von 
Sonnenlicht und TemperaturerhGhung gegen optisch reines Wasser 
bei einer Schichtdicke von 10 mm unter Vorschaltung des Filters 8 61 
bzw. bei einer Schichtdicke von 5mm unter Vorschaltung des Filters 
S72. Der gemessene Wert kann dann den in der unter (5) zitierten 
Arbeit enthaltenen Eichkurven oder speziellen Tabellen (6) entnommen 
werden und’ gibt die in den Proben vorhandene Phosphormenge in 
Milligramm an. Die Berechnung erfolgt nun folgendermaBen. Benutzt 
man die Eichkurven, so erhalt man direkt die in den Proben vorhandene 
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P-Menge in Milligramm. Benutzt man die Tabellen fiir die P-Bestimmung, 
die infolge Raummangels a. a. O. (6) wiedergegeben sind, so ist der in 
der Rubrik A-°%, 
Wert aufzusuchen. Dieser Wert ergibt gleichfalls die in der Probe 
vorhandene P-Menge in Milligramm. Die gefundene Phosphormenge fiir 
den MeBkolben I (Mg-Phosphat) sei nun mit a mg P bezeichnet, die fiir 
den MeBkolben I] (Calcium- und Magnesiumphosphat) mit 6 mg 
P bezeichnet. Dann wird das Mg nach folgender, in der ersten Arbeit 


neben dem gefundenen Ablesewert D-°., eingetragene 


verwendeten Formel errechnet. 


on 9 
25 7 - ‘i : 
» » 25 .0,785 .a = 57,2 .a@ mg in 100 cem Harn. 
10 6 
Calcium wird nach folgender Forme] errechnet : 


on a 

25 . 1,935 + — (o- \ a) 120,9 (6 -a) mg in 100 cem Harn. 
10 6 6 

Um die Fehlerbreite der Methode festzustellen, wurde eine Reihe 

von gestellten Calciumcarbonatlésungen stufenphotometrisch bestimmt. 

Wie folgender Tabelle zu entnehmen ist, ergibt sich eine Fehlerbreite 

von etwa + 3%. 


Tabelle I. 


Stufenphotometrische Ca-Bestimmungen einer Calciumcarbonatlésung. 





Verwendet Gefunden Gefunden Verwendet Gefunden Gefunden 
Lisung Lisung 
mg mg Ole mg mg 0 
I 0.9 0,906 100,6 IV | 0,0986 98,6 
Il 0,7 0,721 103,0 V 0,05 0.0503 100,6 
Ill 0,3 0.3096 103,2 


Zusammenfassung. 

Es wird ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung des Mag- 
nesiums im Harn angegeben, das den bisherigen kolorimetrischen 
Methoden durch schnellere Durchfiihrbarkeit und den Wegfall einer 
Standardlésung tiberlegen ist. 


Literatur. 
1) C. Urbach, diese Zeitschr. 241, 222, 1931. 2) Me Crudden, Journ. 
of biol. Chem. 7, 83, 1909/10. — 3) Derselbe, ebendaselbst 10, 187, 1911/12. 
4) P. Rona, Praktikum der physiologischen Chemie, Il. Teil, S. 366, 350, 
348, 370. Berlin 1929. 5) C. Urbach, diese Zeitschr. 239, 28, 1931. 
6) C. Urbach, Stufenphotometrische Absorptionsbestimmungen in der medi 
zinischen Chemie, E. Haim, Wien, im Druck. 














Uber das Vorhandensein von Urease im Organismus der Tiere. 


Von 


S. Majorow. 
Aus dem Nord-Kaukasischen Veterinaér-Zoo-Institut zu Nowotscherkassk. ) 


(Eingegangen am 12. August 1931.) 


Die Experimente zur Klarung der Frage nach dem Vorhandensein 
von Urease im tierischen Organismus wurden mit der Schleimhaut 
des Hundemagens ausgefiihrt. Zur Erlangung der Schleimhaut wurde 
der Hund durch hohe Konzentrationen von Chloroformdampf getétet ; 
darauf wurde der Magen herausgeschnitten, gereinigt und 10 bis 
15 Minuten unter der Wasserleitung gewaschen. Nach dem Waschen 
und Trocknen (vermittelst FlieBpapiers) wurde die Schleimhaut ab- 
gekratzt und zusammen mit der Unterschicht in einem Porzellanmérser 
mit Quarzsand (Merck, pro analysi) zu einer teigartigen Masse zer- 
rieben. Eine diinne Schicht dieser Masse wurde auf den Boden einer 
Glasschale gestrichen und im Vakuumexsikkator tiber Chlorcalcium 
getrocknet. Nach dem Trocknen wurde die Masse zu Pulver verrieben, aus 
welchem ein Fermentextrakt hergestellt wurde. Fiir jedes Experiment 
wurde aus dem Pulver frisch hergestellter Extrakt verwandt. Die 
Extraktion geschah folgenderweise: Kine kleine Menge Pulver wurde 
mit der zehnfachen Menge destillierten Wassers gemischt und unter 
6fteren Umriihren bei Zimmertemperatur !/, Stunde stehengelassen. 
Dann wurde das Gemisch 20 Minuten zentrifugiert. Man erhielt eine 
leicht braun gefairbte, opaleszierende Fliissigkeit. In dieser Form wurde 
der Extrakt fiir die Versuche gebraucht. 


Die Experimente wurden auf folgende Weise ausgefiihrt: In ein 
Reagensglas wurden 5 ccm destilliertes Wasser gegossen, dazu 2 ccm 
Extrakt, 2 ccm 5°%ige Harnstofflésung und 3 Tropfen Phenolphthalein, 
darauf wurde das Probeglas 15 Minuten in einen Thermostaten gestellt, 
bei einer Temperatur von 38°. Infolge Ammoniakbildung durch die Zer- 
setzung des Harnstoffs farbte sich die Fliissigkeit rosa. Um die Méglich- 
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keit einer alkalischen Reaktion infolge Selbstzersetzung des Harnstoffs 
und anderer Ursachen auszuschlieBen, wurden folgende Versuchs- 
kontrollen ausgefiihrt. 

Kontrolle 1, 


Die Mischung von 7 ccm destilliertem Wasser, 2 cem Harnstofflésung, 
3 Tropfen Phenolphthaleinlédsung wurde genau wie oben behandelt. Die 
Flissigkeit blieb farblos, d.h. es trat keine Selbstzersetzung des Harn- 
stoffs ein. 
Kontrolle 2. 


In ein Probeglas mit 7 ccm destilliertem Wasser und 3 Tropfen Phenol- 
phthalein wurden 2cem Extrakt hinzugefiigt. Es sollte gepriift werden, 
ob sich nicht Ammoniak aus dem Extrakt bildet. Auch hier blieb die Probe 
farblos. 

Kontrolle 3. 


In einem Reagenzglas wurden 5ccm destilliertes Wasser, 2cem 5 °,ige 
Harnstofflésung, 2 cem gekochter Extrakt und 3 Tropfen Phenolphthalein 
gemischt. Dieses Experiment sollte zeigen, ob nicht Ammoniak aus dem 
Gemisch von Harnstoff und durch Kochen inaktiviertem Extrakt aus- 
geschieden wird. Resultat wiederum negativ. Folgende Tabelle gibt eine 
Ubersicht iiber die ausgefiihrten Experimente. 








Menge in ccm , oe 
ee a ae até Bo8 
oof a ips 
& ee, 4 c= b0"> 
5 go & a Bés Sea Resultate 
% =85 Fa eat Sis 
3S SES rE Sie 7 
S ss = 
= cem 
1 5 2 2 3 9,15 15 Rosa Farbung 
2 7 2 3 9.15 15 Keine , 
3 7 — 2 3 9,15 15 = - 
+ 5 2 2 3 9,15 15 " 


(gekocht ) 


Wiederholte Experimente mit dem Extrakt aus der Magenschleimhaut 
vieler Hunde gaben stets positive Resultate. ; 

Da die Méglichkeit bestand, da8 wahrend der Arbeit Mikroorganismen 
aus der Luft in das Versuchsobjekt fielen und eine Zersetzung des Harn- 
stoffs bewirkten, fiigte ich der zerriebenen Masse einige Tropfen Chloroform 
zu, um einer Entwicklung von Bakterien vorzubeugen. Wahrend das 
Praiparat im Thermostaten stand, wurde es mit Toluol iiberschichtet. 

Um zu priifen, ob nicht zufallig aus der Luft hineingefallene Bakterien 
im Préparat Alkali erzeugen kénnten, wurden folgende Kontrollen aus- 
gefiihrt : 


1. Probeglas: Wasser -+ Harnstoff. 


2. oe Wasser + gekochter Extrakt aus Magenschleimhaut des 
Hundes + Harnstofflésung. 
3. i” Wasser + ungekochter Eiwei®extrakt ohne Ferment. 


Alle drei Probeglaser standen offen im Thermostaten. Alle Proben 
blieben farblos. Folgende Tabelle gibt das Versuchsschema wieder. 
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Menge in cem 





oa , & va 4 
a “ $72 Bee 
=5 - ow == Sea 
5 z 22 aes sss Resultate 
—# 3 2s mom | “a@es 
a = ss “Ee =} 
Bs = sx p> 
= - ecem Min. 
3 2 — 3 9,15 15 Keine Farbung 
2 5 2 2 3 9,15 15 s : 
: 5 2 2 3 9.15 15 ‘ 9 


Zur Klérung der Frage. ob das Ferment aus der Schleimhaut des 
Magens und nicht vom Blute, von dem mdéglicherweise noch etwas nach 
dem Waschen der Schleimhaut anhaften kénnte, stammt, erfolgte eine 
Untersuchung des Blutserums. 


Es wurde Serum, welches eine unbedeutende Menge von Hiémoglobin- 
lésung enthielt, genommen und 2cem davon mit 5 cem destilliertem Wasser, 
2cem 5”,iger Harnstofflésung und 3 Tropfen Phenolphthalein gemischt. 
Erwarmung bei 38° im Thermostaten. 

Um die geringste Farbanderung zu bemerken, wurde ein Kontroll- 
versuch ausgefiihrt mit 7cem destilliertem Wasser, 2ccem_ gepriiftem 
Serum und 3 Tropfen Phenolphthalein. Aus dem Fehlen jeder Farbung 
im Hauptversuch ist zu schlieBen, daB das Ferment im Blutserum nicht 
vorhanden ist. 

Eine Untersuchung auf Ferment im reinen Blute wurde nicht unter- 
nommen, da die intensive Farbung eine Beobachtung des Blutes bei der Be- 
stimmungsmethode, die ich benutzte, nicht zulieB. 

Gleichzeitig wurden auf Urease die parenchymatésen Organe des 
Hundes untersucht: Niere, Milz, Leber, Lunge, Nebenniere und Eierstock. 

Aus dem frischen Organ wurde ein Stiickchen Parenchym ausgeschnitten, 
unter der Wasserleitung gewaschen und vermittelst Quarzsand zerrieben. 
Im tbrigen war die Zubereitung des Trockenpulvers und des fliissigen 
Extrakts dieselbe, wie oben beschrieben. 


In folgender Tabelle sind die ausgefiihrten Versuche verzeichnet. 





Menge in ccm 











2 5%) es 
Ky Extrakt aus ; &3 e 3 S& g ee = 3 Oe Resultate 
Am = ses | len! a" | ae 

Es = “s- as ecm Min. 

1 Niere 5 2 2 3 9,15 15 | Keine Farbung 

2 Milz 5 2 2 3 9,15 15 a ‘ 

3 Leber 5 2 2 3 9,15 15 - > 

4 Lunge 5 2 2 3 9,15 15 ‘ * 

5 Nebenniere 5 2 2 3 9,15 15 Farbung 

6 Kierstock 5 2 2 3 9,15 15 - 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB Nebenniere und Eierstock Urease 
enthalten, dagegen nicht Niere, Milz, Leber und Lunge. 
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In der Literatur finden sich Hinweise auf das Vorhandensein von 
Urease in der Hypophyse des Pferdes; da mir Hypophyse des Pferdes 
nicht zur Verfiigung stand, untersuchte ich die Hypophyse des Hundes. 

Der wisserige Extrakt wurde wie oben bereitet. Die Ergebnisse der 
Beobachtungen erwiesen sich als positiv und sind durch Folgendes inter- 
essant: In demselben Moment, wo der Extrakt der Harnstofflésung zu- 
gefiigt wurde, trat schon bei Zimmertemperatur eine Zersetzung des Harn- 
stoffs ein, und der Inhalt des Versuchsprobeglases farbte sich rosa. 

Offenbar ist in der Hypophyse des Hundes eine groBe Menge Urease 
enthalten, oder sie befindet sich dort in besonders aktivem Zustande. Die 
Resultate mit einigen Organen der Katze und der Kuh zeigt folgende 
Zusammenstellung. 





Katze. Kuh 
Extrakt aus Urease Extrakt aus Urease 
Schleimhaut des Magens ~ Schleimhaut des Magens 
Leber Leber ~ 
Milz Milz 
Niere - Niere 


Man sieht, dai Urease in der Schleimhaut des Magens der 
Katze sowie der Kuh enthalten ist. Dagegen nicht in der Leber, Milz und 
Niere beider Tiere. 

Es ist bemerkenswert, daB bei der Untersuchung der Magenschleim- 
haut der Kuh der Extrakt aus dem Schleim des Magenbodens ein positives 
Resultat gab, dagegen der Extrakt aus dem Schleim des Pylorus — ein 
negatives. Um dieses Verhalten aufzuklaren, wurde der letztere Versuch 
wiederholt. Das Resultat der ersten Versuche wurde bestiatigt. 

Im Magen des Kaninchens, Schweines und Schafes wurde keine Urease 
festgestellt. 

Alle Ureaseexperimente mit positivem Resultat wurden viele Male 
wiederholt und ergaben stets dieselben Ergebnisse. Versuche mit negativem 
Resultat wurden ebenfalls vielfach wiederholt, und zwar blieb das Praéparat 
24 Stunden, ja sogar noch linger im Thermostaten; doch zeigte sich nie 
eine Farbung. 

Zum SchluB fiihre ich noch einige Beobachtungen iiber die Wirkung 
der Temperatur auf das aus der Magenschleimhaut des Hundes gewonnene 
Ferment an. 

Wie aus Angaben der Literatur ersichtlich, wird durch Erwarmen auf 
80° vegetabilische Urease inaktiviert, ihr Wirkungsoptimum liegt bei 
50 bis 55°. 

Um die Wirkung der Temperatur auf tierische Urease zu _prifen, 
wurden folgende Versuche angestellt. 

Es wurden sechs Probegliser mit bestimmten Mengen Wasser und 
Extrakt genommen und jedes Probeglas im Wasserbad auf verschiedencr 
Temperatur wahrend 15 Minuten gehalten. Nach dem Abkiihlen auf 
Zimmertemperatur wurde zu jedem Probeglas Harnstofflésung und Phenol- 
phthalein zugefiigt. 


Das nach 15 Minuten erhaltene Resultat zeigt folgende Tabelle. 
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Menge in cem 
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= ™ 0¢ Min eem 

1 5 2 50 15 2 3 915 Rosa Farbung 
2 5 2 55 15 2 3 915 Stark rosa , 

3 5 2 60 15 2 3 915 Keine és 

4 5 2 70 15 2 8 9,15 . 

5 5 2 80 15 2 é 9,15 “ 

6 5 ‘ 90 15 2 3 9,15 

7 5 2 100 15 2 3 9.15 ‘ 

Zusammenfassung. 


1. Urease befindet sich in einigen tierischen Organen. 

2. Besonders reich an Urease ist die Hypophyse, ferner der Magen, 
die Nebenniere, der Eierstock. 

3. Beim Magen enthalt der Pylorus keine Urease. 

4. Die Magenschleimhaut der Kaninchen, Schweine, Schafe 
enthalt keine Urease. 

5. Die Urease aus der Magenschleimhaut des Hundes wird durch 
Erhitzen auf 60°C inaktiviert. 


Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Professor A. A. Kultjugin 
meinen aufrichtigsten Dank auszusprechen sowohl fiir das mir vor- 
geschlagene Thema, als auch fiir seinen mir stets liebenswiirdig er- 
wiesenen Rat und Beistand bei der Ausfiihrung dieser Arbeit. 


Literatur. 
Oppenheimer, Die Fermente. — Waldschmidt -Leitz, Die Enzyme, ihre 
Wirkungen und Ejigenschaften. — Hammarsten, Lehrbuch der physio- 


logischen Chemie. 
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Uber den Morphingehalt des Blutes und Gehirns 
nach Morphinzufuhr bei normalen und vorbehandelten Tieren. 


Von 
Peter Fleischmann. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 


(Eingegangen am 13, August 1931.) 


Das Schicksal des Morphins im normalen und im gewéhnten 
Organismus ist nur sehr unvollkommen bekannt. Das erklart sich aus 
der Schwierigkeit, kleine Mengen des Alkaloids exakt und verhaltnis- 
maBig bequem in Substanzgemischen zu bestimmen. Es lag daher 
nahe, die von mir im Laboratorium von Herrn Prof. Martin Jacoby 
ausgearbeitete Methode!, die es erlaubt, in wenigen Kubikzentimetern 
Blut das Morphin quantitativ zu bestimmen, fiir die Beantwortung 
pharmakologischer Fragen heranzuziehen. Fiir die Untersuchung von 
Fragen, wie die der Gewéhnung an Morphin und des Abbaues des 
Morphins im Organismus ware es wiinschenswert, iiber eine entsprechende 
Methode zur Bestimmung des Morphins in den Organen zu verfiigen; 
es sind aber auch einige nicht unwesentliche Fragen durch quantitative 
Blutuntersuchungen zu lésven. Uber die dabei erhaltenen Resultate 
soll hier berichtet werden. 

Wenn es auch bisher nicht méglich war, eine allgemeine Organ- 
methode zu entwickeln, so gelang es doch bis zu einem gewissen Grade, 
das Morphin im Gehirn zu bestimmen. 


Auf die Literatur der Morphingewéhnung, die sich in dem von Starken - 
stein bearbeiteten Kapitel des Handbuchs der experimentellen Pharma- 


kologie (2, 2. Halfte, 1924) und in dem von Hildebrandt stammenden Ab- 


schnitt des Handbuchs der normalen und pathologischen Physiologie (13. 
1929) findet, braucht hier nicht eingegangen zu werden. Die fiir die Morphin- 
bestimmung friiher angewandten Methoden waren, wie ich mich bei der 
Nachpriifung der Takayanagischen Methode?® iiberzeugen konnte, fiir die 
Fragestellungen dieser Arbeit nicht ausreichend. 


| Fleischmann, diese Zeitschr. 208, 368, 392, 1929. 
* Takayanagi, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 102, 167, 1924. 
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Folgende Fragen wurden mit der 1929 von mir beschriebenen 
Methode untersucht : 

1. Der Morphinspiegel des Blutes in den verschiedenen Stadien 
der Vergiftung bei normalen und vorbehandelten Tieren. 


2. Die Verteilung des Morphins zwischen Formelementen und 


Blutfliissigkeit. 

3. Wird Morphin durch Einwirkung von Blut verandert ? 

Alle drei Fragen haben biologisches Interesse und sind auch nach 
MaBgabe der friiher gegebenen methodischen Méglichkeiten bereits 
von anderen Autoren erértert worden. 

Zu 1. Der Blutspiegel hat eine gewisse Bedeutung als Ausdruck 
der den Organen zur Verfiigung stehenden Morphinmenge. 

Zu 2. Die Verteilung des Morphins zwischen Formelementen und 
Serum hat gleichsam als Modellversuch fiir das Studium der Durch- 
lassigkeit der Zellmembran fiir Morphin Bedeutung. 

Zu 3. Wenn es auch durchaus méglich ist, daB nur bestimmte 
Organe Morphin veraindern, so muB doch unbedingt die Rolle des 
Blutes bei normalen und vorbehandelten Tieren klargestellt werden. 


I. Der Morphinspiegel des Blutes. 


Als Versuchstiere dienten fast ausschlieBlich Meerschweinchen und 
Kaninchen. Der groBe Vorzug dieser Tierarten fiir chemische Morphin- 
versuche liegt darin, daB verhaltnismaBig sehr hohe Dosen injiziert werden 
k6nnen, ohne daB das Leben der Tiere gefahrdet ist. Die Aussicht, in ge- 
ringen Mengen Blut Morphin wiederzufinden, ist daher verhaltnismaBig 
groB. Natiirlich brauchen die Ergebnisse nicht ohne weiteres fiir empfind- 
lichere Tierarten zu gelten. Die Symptome der Morphinvergiftung des 
Meerschweinchens bei der meist benutzten Dosis von 20mg pro 100 g 
Tier sind sparlich. In der Literatur finden sich nur wenig Angaben dariiber 
(Stross'). Es fallt eine gewisse Apathie bei den vergifteten Tieren auf, die 
wenige Minuten nach der subcutanen Injektion einsetzt und 1 bis 2 Stunden 
anhalt. Durch passive Riickenlage laBt sich leichter als bei normalen Meer- 
schweinchen regungsloses Verharren erreichen. Urin- und Kotabgang 
erfolgt auch nach schwersten Vergiftungen. Der Tod tritt gewéhnlich erst 
bei Dosen iiber 40 mg pro 100g Tier ein, mit oder ohne Extremitaten- 
krimpfe und Opisthotonus. Ein ausgesprochenes Erregungsstadium wird 
nicht beobachtet. Meerschweinchen sind also im Gegensatz zu Ratten 
(Joél und Ettinger *) fiir das Studium des Verhaltens in der Morphinvergiftung 
wenig geeignet, wohl aber fiir chemische Untersuchungen. Da auch in 
der Norm sehr hohe Morphinmengen vertragen werden, fallt es schwer zu 
sagen, ob durch fortgesetzte Einverleibung des Giftes die Toleranz erhéht 
wird. Als Eindruck kann angegeben werden, daB8 nach langerer Vor- 


Stross, Versuche im pharmakologischen Institut in Prag, unveréffent- 
licht, zitiert nach Starkenstein. 
* Joél u. Ettinger, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 115, 334, 1926. 
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behandlung die durch eine groBe Dosis hervorgerufene Apathie weniger 
ausgesprochen ist als bei Normaltieren. Eine ,,Gew6hnung* an Morphin 
laBt sich bei Meerschweinchen objektiv nicht beweisen. Es soll dement 
sprechend in der Folge nur von ,.vorbehandelten** bzw. ..nicht vor 
behandelten** Tieren die Rede sein, nicht aber von gewéhnten. Von der 
Morphinvergiftung des Kaninchens erfihrt man aus der Literatur mehr 


(s. Starkenstein). Es ist etwas empfindlicher als das Meerschweinchen, 
doch werden auch von Kaninchen Dosen von 20 mg 100g oft gut ver- 
tragen. Die Vergiftungssymptome Atmungsbeschleunigung, Sopor, 
Prostration usw. sind beim Kaninchen stirker ausgesprochen. Ge 


wohnungsversuche habe ich mit Kaninchen nicht angestellt. Nach Tournier! 
ist eine Gewé6hnung beim Kaninchen nicht zu erzielen. Individuelle Unter- 
schiede der Empfindlichkeit gegen Morphin sind wohl die Ursache von 
Todesfillen einzelner Tiere innerhalb von Serien gleich behandelter, in 
der Mehrzahl iiberlebender Tiere. Dementsprechend schwanken auch 
die Literaturangaben tiber die tédliche Dosis, die fiir Kaninchen nach 
Husjeldt 0.188g pro Kilogramm Tier, nach Gentilucci dagegen 0,8 g 
betragen soll*. 

Variierte Mengen Morphin wurden meist subcutan, in einzelnen 
Versuchen intraperitoneal bzw. intravends injiziert. Nach Ablauf 
verschieden langer Intervalle wurde das Blut entnommen, defibriniert 
und auf Morphin untersucht, wobei ich mich fast ohne Abweichung 
an die Vorschriften der vorigen Mitteilung hielt. Einige kleine Ande- 
rungen seien erwahnt: 


1. Vor der EnteiweiBung koliere ich das Blut durch Mullappchen, 
um die Fibrinklumpen zu eliminieren. 

2. In ganz vereinzelten Fillen trat nach der mittels Natrium- 
carbonat und Phosphat ausgefiihrten Enturanylisierung des enteiweiBten 
Pipettats ein unerwiinschter PhosphatiiberschuB auf, was dadurch 
erkannt wurde, daB die Uranylreaktion mit Ferrocyankalium nicht 
auslésbar war’. Zum rechtzeitigen Erkennen dieser seltenen Stérung 
verfahre ich jetzt in der Weise, daB ich den Glasstab, der zum Umriihren 
beim Enturanylisieren gedient hat, aus dem Zentrifugenglas heraus- 
hebe, die anhaftende Fliissigkeit soweit wie méglich in das Zentrifugenglas 
abtropfen lasse, und dann nach der Entfernung des Zentrifugenglases 
einen Tropfen 10°,iger Ferrocyankaliumlésung auf den oberen Teil 
des Glasstabes bringe. Dieser Tropfen gleitet am Glasstab herunter 
und wird am unteren Ende auf weibem Filtrierpapier aufgefangen. 
Im giinstigen Falle, wie er fast immer eintritt, zeigt sich eine deutliche 
Braunfairbung. Bleibt diese aus, so bringe ich 0,01 cem der 14,5° igen 
Uranylnitratlésung vor dem Zentrifugieren in das Zentrifugenglaschen 
mit dem Enturanylisierungsgemisch, riihre mit einem sauberen Stab 


Tournier, Dissertation, Genf 1928. 
* Zitiert nach Starkenstein. 
3 Vgl. diese Zeitschr. 208, 412, 1929. 
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von neuvem durch und wiederhole die Priifung. Diese Prozedur kann 
nétigenfalls noch einmal wiederholt werden, was in allen Fallen geniigt 
hat. Natiirlich muB bei der Berechnung die Verdiinnung durch 0,01 
bzw. 0,02ccm beriicksichtigt werden. Der Volumenverlust durch 
Entfernung der dem Glasstab anhaftenden Substanz kann vernach- 
laissigt werden. Die weitere Bestimmung wird durch das Verfahren 
nicht beeinfluBt. 

3. Zum Waschen der Morphin-Phosphormolybdatniederschlage 
verwende ich nicht n/40, sondern n/30 H,SO,?. 

Die Blutgewinnung bei den Meerschweinchen erfolgte durch summa- 
risches Durchschneiden der HalsgefiBe und méglichst vollstandiges Ent- 
bluten der Tiere. Bei den Kaninchen wurde das Blut teils aus der Carotis, 
teils aus der Ohrvene entnommen, und zwar zu jeder Bestimmung 6 bis 
8cem. Diese Kaninchenversuche gaben also soweit ich die Literatur 
iibersehe zum erstenmal die Méglichkeit, bei demselben Tiere eine fort- 
laufende Kurve des Morphingehalts zu bestimmen. Es ist natiirlich nicht 
auszuschlieBen, daB die vorangehenden Blutentnahmen die Verhaltnisse 
bei den nachfolgenden etwas verzerren. Dieser Einwand gilt aber nicht 
fiir die Versuche an Meerschweinchen, wo jedes Tier stets nur fiir eine 
Bestimmung verwendet wurde; hier konnten dafiir keine Kurven bestimmt 
werden. Die Kaninchen- und Meerschweinchenversuche ergiinzten sich in 
dieser Beziehung. 


Bei den Kaninchenversuchen besteht die erwiinschte Méglichkeit, 
in jedem Falle eine Leerprobe mit zu untersuchen, da die erste Blut- 
portion vor der Morphininjektion entnommen werden kann. Der Ein- 
wand, die Morphinbefunde seien durch eine etwaige besondere Be- 
schaffenheit des betreffenden Blutes vorgetiuscht, laBt sich dadurch 
ausschlieBen. Bei Meerschweinchenversuchen muB man sich dadurch 
helfen, daB durch eine groBe Zahl von Leerbestimmungen der héchst- 
moégliche Betrag ermittelt wird, der als vorgetéuschtes Morphin in 
morphinfreiem Blute erscheinen kann. DaB eine soleche — sehr gering- 
fiigige — Tauschungsméglichkeit besteht, habe ich bei Ausfiihrung 
zahlreicher Analysen morphinfreien Blutes in seltenen Fallen gesehen. 
So muB die These A, 8. 410 der vorigen Mitteilung, auf Grund erweiterter 
Erfahrung insofern eingeschrankt werden, als bei sehr niedrigen Morphin- 
befunden mit der Méglichkeit einer Téuschung gerechnet werden muB. 
In der erdriickenden Mehrzahl der Faille besteht der Satz zu Recht, 
da8 aus morphinfreiem Blut keinerlei dem Morphin entsprechende 
Fillungen zu erhalten sind. Der héchste Wert, den ich bei Meer- 
echweinchenleerversuchen fand, entsprach 0,012 mg Morphinchlorid 
pro Kubikzentimeter Blut. Héchstwahrscheinlich war hier aus einem 
unbekannten Grunde die FrnteiweiBung unvollstandig geblieben, oder 


1 Vgl. diese Zeitschr. 208, 387, 1929. 




















Morphingehalt des Blutes und Gehirns nach Morphinzufuhr. 237 
es waren abnorme Substanzen vorhanden. Wie aus dem Folgenden 
ersichtlich sein wird, ist diese Fehlerquelle fiir die Beurteilung der 
Resultate ohne groBbe Bedeutung, da die nach Morphininjektionen 
gefundenen Werte héher liegen. Doch die letzten Zweifel werden durch 
die statistische Betrachtung verscheucht: die Versuche ergaben be- 
stimmte Befunde so haufig, daB die Wahrscheinlichkeit einer Tauschung 
nicht mehr in Betracht kam. 


Die vorliegenden Arbeiten tiber den Morphingehalt des Blutes 
nach Injektion sind nicht sehr zahlreich. Eine ausfiihrliche Ubersicht 
iiber die altere Literatur gibt Marquis! (1896), iiber die neuere Starken- 
stein? (1924), Teruuchi und Kai*® (1927) und Hildebrandt* (1929). 


Von den alteren Untersuchungen sind wohl die von Marquis am meisten 
bekannt geworden. Er fand im Gesamtblut von Katzen, denen er 2,1 bis 
2,4mg pro 100g intravendés injizierte, nach '/, Stunde Spuren ungepaarten 
Morphins und etwa 0,8mg gepaartes. Nach 1, 2 und 2'/, Stunden war der 
Befund fiir das gepaarte Morphin fast unverandert, das ungepaarte war 
verschwunden. Auffallend ist diese Konstanz des Befundes. Die Be- 
schreibung der angewandten Methode laBt auch Zweifel &4ufkommen, ob 
derart niedrige Werte mit geniigender Genauigkeit und Sicherheit nach- 
gewiesen werden konnten. 


Aus jiingster Zeit stammen die Befunde von Teruuchi und Kai. Sie 
injizierten Kaninchen etwa 4,2 mg pro 100g subcutan und fanden nach 
3 Stunden in 70 ccm Blut 2,5 mg Morphin, also etwa 0,036 mg pro Kubik- 
zentimeter. Nach 16 Stunden fand sich derselbe Wert (die Tiere wurden 
fiir jeden Versuch getétet). Gleichzeitig wurden von den Verfassern sehr 
interessante Feststellungen iiber den Verbleib des gréBten Teiles des 
injizierten Morphins getroffen; 34,2 bzw. 33°, fanden sich nach 3 Stunden 
im Muskelsystem, 18 bis 20,5°4 im Mageninhalt. Die bei diesen Unter- 
suchungen isolierten gréBeren Morphinmengen diirften mit geniigender 
Genauigkeit bestimmt worden sein, dafiir spricht auch die befriedigende 
Ubereinstimmung der Summe der in allen Organen gefundenen Mengen 
mit der injizierten Menge. Ob aber die geringen im Blute gefundenen 
Werte gréBere Bedeutung haben als die der GréBenordnungsbestimmung, 


darf bei der auch hier angewandten komplizierten Methode besonders 
angesichts des nach 16 Stunden unverdnderten Befundes bezweifelt 
werden. 


Wie bereits erwahnt, injizierte ich wesentlich héhere Dosen als 
die eben angefiihrten Autoren. Ich lasse zunachst die Protokolle der 
Kaninchenversuche folgen. Zu allen Versuchen wurden Tiere ge- 
nommen, die noch nie zu einem Morphinversuch verwendet worden waren 
oder Morphin erhalten hatten. 


1 Marquis, Arbeiten d. pharm. Inst. zu Dorpat 14, 1896. 

> oa 

3’ Teruuchi u. Kai, Journ. of pharm. and therap. 31, 177, 1927. 
* 1. c. 
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Kaninchen von 2100 g. Intravenése Injektion von 210 mg Morphin- 
chlorid in 4°,iger Lésung (siémtliche Injektionen wurden mit dieser Lésung 
ausgefiihrt), also 10 mg pro 100g. Blutentnahmen aus der vor Beginn des 
Versuchs frei gelegten und abgeklemmten Carotis. 





1 Std. 


“ee 
44Min. | *'/2 Std. 


Nach: 2!) Min. 11 Min. | 31 Min. 652 Min. 


Exitus 


In leem Blut mg Morphin- 
9m ' 0,114 0,053 0,037 0,037 0,057 in Krampfen 


chlorid . 


Bereits nach 2'/, Minuten war also der gréBte Teil des Morphins 
im Blute nicht mehr nachweisbar, wenn auch ein relativ hoher Morphin- 
gehalt, der bald weiter absank, gefunden wurde. Rechnen wir naimlich 
mit einer Gesamtmenge Blut von der GréBenordnung 300 ccm, so 
miBte bei einer Verteilung der ganzen injizierten Morphinmenge im 
Blute etwa 0,7 mg pro Kubikzentimeter erwartet werden. Gefunden 
wurde nur 0,114 mg. Das weitere Absinken der Werte geht nicht mehr 
so rapide vor sich, die Kurve wird flacher und erinnert bereits an die 
Formen, die nach subcutaner Injektion gefunden werden. Der Gedanke 
liegt nahe, daB das Gift sehr rasch in einem Depot abgelagert wird, 
aus dem es dann allmahlich abgegeben wird. In demselben Sinne spricht 
der Anstieg bei fortschreitender Vergiftung (1 Stunde 44 Minuten), 
der nur durch Abgabe aus den Depots erklart werden kann. 

Die folgenden Versuche mit subcutaner Injektion des Morphins 
bei Kaninchen geben in ihrer Gesamtheit ein Bild von der Form der 
Blutmorphinkurve. 


Kaninchen von 2980 g. Subecutane Injektion von 596 mg Morphin- 
chlorid (20 mg pro 100g). Blutentnahmen aus der Ohrvene. 





Injektion Nach 30Min. Nach 3 Std. Nach 24Std. 


In 1eem Blut mg Morphinehlorid 0 0,036 0 0 


Das zunichst schwer vergiftete Tier erholte sich nach 2 Stunden 
und blieb am Leben. Nach 3 Stunden war im Blute kein Morphin mehr 
nachweisbar. 

Der naichste Versuch dient als Interpolation zu dem vorigen. 


Kaninchen von 2330 g. Subcutane Injektion von 466 mg (20 mg pro 
100 g). Blutentnahme aus der Ohrvene. 





Vor der Injektion | Nach Nach | Nach 1Std. 


|} 19 Min. 37 Min. 33 Min. 
In 1 ccm Blut mg | | Vorgetauscht 
Morphincehlorid = | (weniger als 0,091) 0,04 0,055 0,035 
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Auch in diesem Falle erfolgte vollkommene Erholung. Wir finden 
hier also einen auBerhalb der Fehlergrenzen liegenden Anstieg der 
Morphinwerte von 0 auf 0,055 mg nach 37 Minuten, treffen nach etwa 
1'/, Stunden bereits auf den absteigenden Schenkel der Kurve. Ziehen 
wir den vorigen Versuch heran, so kénnen wir uns vorstellen, wie die 
Morphinwerte im weiteren Verlauf wieder auf 0 herabsinken. Ubrigens 
tritt uns hier zum erstenmal die immer wiederkehrende Erfahrung 
entgegen, da die Tiere individuell verschieden reagieren. Die Werte, 
die '/, Stunde nach der Injektion gefunden wurden, waren in diesen 
beiden Fallen verschieden. 

Der niachste Fall illustriert die Verschiedenheit der Widerstands- 
kraft gegen das Gift. 

Kaninchen, Gewicht 2830 g. Subcutane Injektion von 566 mg (20 mg 
auf 100g). Blutentnahme aus der Ohrvene. 





Nach 


40 Min Nach 1 Std. 32 Min. 


Vor der Injektion 
In Leem Blut mg Morphinchlorid | 0,012 vorgetauscht | 0,053 | Exitus ohne Krampfe 


In diesem Falle gab auch die Leerprobe einen geringen Niederschlag 
mit dem Fillungsreagens. Ich muB die Frage offen lassen, ob hier eine 
Erkrankung vorgelegen hat, die die abnorme Blutbeschaffenheit be- 
dingt und die Resistenz gegen das Morphin herabgesetzt hat. Jedenfalls 
war der Morphinspiegel in diesem Falle nicht héher als in anderen 
Fallen mit Genesung. 


Versuche mit geringeren Dosen. 


Kaninchen von 3180 g. Subcutane Injektion von 159 mg (5 mg/100 g). 
Blutentnahme aus der Ohrvene. 





Vor der Injektion Nach 30 Min. Nach 3 Std. Nach 24Std. Nach 48 Std. 


0 Spuren 0 0 0) 


Die kolorimetrische Endbestimmung konnte in diesem Falle durch 
einen Zufall nicht ausgefiihrt werden, doch besteht an dem prinzipiellen 
Ausfall des Versuchs kein Zweifel. 


Kaninchen von 2950 g. Subcutane Injektionwon 295 mg (10 mg/100 g). 
Blutentnahme aus der Ohrvene. 


In diesem Falle konnte sowohl vor der Injektion als nach 34 Minuten, 
nach 3 Stunden und am nachsten Tage kein Morphin im Blute nach- 
gewiesen werden. Dem Tier war auch keine Spur einer Vergiftung 
anzusehen. Die Deutung dieses Versuchs ist mir nicht mdéglich. Dab 
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dieselbe Morphinmenge auch zu schweren Erscheinungen und positiven 
chemischen Befunden fiihren kann, beweist folgender Versuch: ‘ 

Kaninchen von 2700 g. Subcutane Injektion von 280 mg (10,4mg/100g). 
Blutentnahme aus der Carotis. 





Nach: 5 Min. 20 Min. 35 Min. 50 Min. 65 Min. 96 Min. 4Std. 40 Min. 


In leem Blut mg Mor- 
phinchlorid. . . . . 0,009 0,018 | 0,026 | 0,027 0,027 0,027 0,018 


In der folgenden Nacht erfolgte der Tod in Streckkriampfen. Der 
Verdacht laBt sich allerdings nicht von der Hand weisen, daB der Tod 
durch die zahlreichen Blutentnahmen mit verschuldet wurde. SchlieBlich 
sei noch ein Versuch angefiihrt, in dem eine sehr hohe, relativ schnell 
letal wirkende Dosis verabfolgt wurde. 

Kaninchen von 3400 g. Subeutane Injektion von 1200 mg (35 mg/100 g). 
Blutentnahme aus der Carotis. 





Nach: 5 Min. 15 Min. 30 Min. 45 Min. 60 Min. 90 Min. si; Std. p. inj. 


In leem Blut mg Mor- 
phinchlorid . . . . 0,026; 0,053 0,088 0,101 0,141 0,141 0,141 


Der Tod in Streckkrampfen erfolgte hier nach 3!/, Stunden. Von 
vornherein machte das Tier einen schwer vergifteten Eindruck. Es 
fallt auf, daB in diesem letal endenden Falle ein sehr hoher Morphin- 
gehalt im Blute erreicht wurde, der bis zum Tode nicht mehr absank. 

Fir die Versuche mit Vorbehandlung war es notwendig, die ent- 
sprechenden Verhaltnisse beim Meerschweinchen zu priifen, da es fiir 
mich am bequemsten war, mit dieser Tierart zu arbeiten: es war méglich, 
mehrere Serien Meerschweinchen ohne gréBere Verluste monatelang, 
zum Teil iber 1 Jahr mit Morphin zu spritzen. 

Um etwa unterlaufende kleine unbewuBte Schwankungen der 
Methodik méglichst einzuschrainken, ging ich oft so vor, daB ich gleich- 

. zeitig in einem Versuch eine Serie von mehreren, gewOhnlich vier, 
Tieren verarbeitete; es wurde nur ein Faktor variiert, die tbrigen 
waren bei allen Tieren gleich. 

Einer der ersten tastenden Versuche galt der Frage, ob eine deutliche 
Beziehung zwischen der Injektionsdosis und dem Blutmorphinspiegel 
nachweisbar wire. Vier Meerschweinchen von 520 bis 620 g Gewicht 
wurden verschiedene Mengen subcutan injiziert; nach 20 Minuten 
erfolgte die Entblutung. 





Injizierte Menge mg/100 g: 10 20 40 80 


Morphin (auf Morphinchlorid umgerechnet) in 
Pee pee Clep 2 ek .. ae 0,06 = 0,077 0,16 
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Es besteht also eine direkte Beziehung, wenn auch — wie zu 
erwarten war — keine strikte Proportionalitat. 

An einer Reihe von Meerschweinchenserien wurde der Einflub des 
Zeitfaktors studiert. Samtliche Tiere bekamen die gleiche Dosis subcutan 
eingespritzt, die Entblutung erfolgte nach verschieden langem Intervall. 


Dosis: 25mg/100 g. 





Entblatet nach: 7 Min. 16 Min. 26 Min. 60 Min 
In 1cem Blut mg Morphincblorid 0,047 0,077 0,068 0,012 


Dosis: 80 mg/100 g. 





Entblutet nach: 7 Min. 20 Min. 45 Min. 90 Min 


In leem Blut mg Morphinchlorid 0,18 0,18 0.14 0,37 


Wahrend bei der Dosis 25 mg/100 g eine zweischenklige Kurve 
angedeutet zu sein scheint, kann man bei der letzten Serie keine deutliche 
funktionelle Beziehung zwischen Zeit und Morphingehalt des Blutes 
entdecken. Doch muB man bei der Analyse der Form der gefundenen 
Kurven duBerst vorsichtig sein, denn man darf nicht vergessen, daB 
jeder Wert von einem anderen Tiere stammt. Es muBte also durch 
Wiederholungen genau gleicher Versuchsanordnungen zuerst gepriift 
werden, in welcher Breite die Werte individuellen Schwankungen 
unterworfen sind. 

Als Test wurde der Blutmorphinwert (mg/ccm) gewahlt, der eine 
Stunde nach subcutaner Injektion von 20 mg/100 g gefunden wird. 
Die bei sechs Meerschweinchen an verschiedenen Tagen gefundenen 
Werte differieren wie folgt: 

0,025, 0,028, 0,037, 0,029, 0,021, 0,040, 
Durchschnitt 0,03. , 


Die GréBenordnung bleibt also die gleiche, aber immerhin sind 
unter den sechs zwei so verschiedene Werte wie die beiden letzten 
enthalten. Man kann sich also vorstellen, welchen Entstellungen die 
wahren Verhaltnisse in den oben angefiihrten Serienkurven unter- 
worfen sind. Erst wenn jeder Punkt der Kurve als Durchschnitt mehrerer 
auf gleiche Art gewonnener Werte errechnet wird, kénnen vorsichtige 
Schliisse gezogen werden. Fiir die Dosis 20 mg/100 g habe ich auBer 
dem Wert, der dem Intervall 1 Stunde entspricht, auch an mehreren 
Tieren den entsprechenden Wert nach '/, Stunde ermittelt: 


0,081, 0,070, 0,050, 0,041, 
Durchschnitt 0,06 mq. 
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Auch hier sehr erhebliche Schwankungen. Der Durchschnitt liegt 
aber doppelt so hoch wie nach 1 Stunde. So kann vielleicht angenommen 
werden, daB beim normalen Meerschweinchen der Morphinspiegel im 
Blute — wenigstens bei der Injektion der angegebenen Dosis — in der 
ersten halben Stunde ansteigt, um nach | Stunde bereits im Absinken 
begriffen zu sein. Dieser Befund steht mit dem Kaninchenversuch in 
Einklang. 

Wann verschwindet nun das Morphin aus dem Blute? Nach 
3 Stunden konnten (bei Injektionen von 20 mg/100 g) noch 0,036 mg 
nachgewiesen werden. Nach 24 Stunden fanden sich in verschiedenen 
Versuchen: 0,025, 0,013, 0,026 mg; es scheint also, daB beim Meer- 
schweinchen nach 24 Stunden noch ein Morphintransport im Blute 
stattfindet. Dagegen konnte in zwei Versuchen nach 48 Stunden kein 
Morphin nachgewiesen werden. 

Eine als Stichprobe gedachte Serie von intraperitoneal gespritzten 
Meerschweinchen zeigte, daB dieser Injektionsmodus keine wesentlichen 
Abweichungen von den Befunden bei subcutaner Injektion bedingt. 


Intraperitoneale Injektion von 70 mg/100 g. 





Entblutet nach: 5 Min. 10 Min. 20 Min. | 45 Min. 


In 1cem Blut mg Morphinchlorid 0,12 0,2 0,26 0,18 


Naher bin ich dieser Frage nicht nachgegangen. 

Nachdem nun einige Erfahrungen mit dem Morphingehalt des 
Blutes normaler Tiere nach Injektionen gesammelt waren, wollte ich 
priifen, ob bei Tieren, die langere Zeit hindurch mit Morphin vorbehandelt 
worden waren, in irgendwelcher Richtung Abweichungen zu finden 
waren. Es ware immerhin denkbar, daB der Abtransport schneller vor 
sich geht, oder daB die Elimination des Giftes in einem anders wie 
sonst gearteten Absinken der Kurve zum Ausdruck kommt. Ich kann 
vorausschicken, daB ich bei Meerschweinchen keine eindeutigen Ab- 
weichungen habe finden kénnen. 


Die Vorbehandlung bestand in zwei- bis dreimal wéchentlich aus- 
gefiihrten subcutanen Injektionen von 1 bzw. 2cem 4°,iger Morphin- 
chloridlésung. Die Haufigkeit, sowie die Dosis der Injektion wurden von 
dem Befinden und dem Gewicht der Tiere abhangig gemacht. Die meisten 
Meerschweinchen vertrugen die Injektionen ohne erkennbare Beeintrach- 
tigung ihres Befindens, einzelne Tiere nahmen eine Zeitlang an Gewicht 
ab, erholten sich aber spiter, ein geringer Teil der Tiere fast jeder Serie 
ging bereits im Beginn der Vorbehandlung ein. Da mit hohen Dosen be- 
gonnen werden konnte, verzichtete ich auf progressive Steigerung der 
Dosen. Im Beginn bekamen die Tiere stets 1 cem (40 mg), nach einigen 
Monaten wurden die einzelnen Injektionen auf 2 ccm gesteigert. Nahmen 
die Tiere dann ab, so ging ich wieder auf 1 cem zuriick. Zum SchluB der 
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Versuche betrug die Injektionsdosis stets 80mg. Die Dauer der Vor- 
behandlung betrug stets mehrere Monate, in einzelnen Serien tiber | Jahr. 

Genau wie bei den unvorbehandelten Tieren wurde auch hier bei 
zwei Reihen der Blutmorphingehalt 1 Stunde und 1/, Stunde nach 
subcutaner Injektion von 20 mg Morphinchlorid pro 100g Tier be- 





state 





stimmt. Die Werte sind in den folgenden Tabellen zusammengestellt. 


1 Stunde nach der Injektion. 





Gewicht 


Dauer 
der Vorbehandlung 


Zeitpunkt der letzten 
Vorbehandlungs- 


In 1 cem Blut 
mg Morphinchlorid 


g injektion 

455 9'/, Monate vor 3 Tagen 0,091 
830 94/5 - a me 0,062 
503 91/4 = — 0,055 
420 81/, a a tye 0.050 
320 7 ua , o Tagen 0,034 
435 7 = a i 0,026 

Durchschnitt : 0,053 

1 


2 Stunde nach der Injektion. 





Gewicht 


Dauer 


der Vorbehandlung 


Zeitpunkt der letzten 
Vorbehandlungs- 
injektion 


In 1 ecm Blut 
mg Morphinchlorid 


g 
820 131/. Monate vor 3 Tagen 0,073 
480 Tg B ™ Si 0,062 
495 7/o é Sa 0,057 
475 81/5 - » ‘ly Tag 0,055 
365 7 ZA » 98 Tagen 0,045 
518 ay, 2 0,040 
454 To - » lg Tag 0,034 

Durchschnitt: 0,052 


Vergleicht man diese Werte mit den bereits angefiihrten ent- 
sprechenden, von nicht vorbehandelten Tieren erhaltenen, so erkennt 
man, daB die Werte beider Kategorien der gleichen GréBenordnung 
angehéren. Die Schwankungen innerhalb einer Kategorie sind nicht 
geringer als die Abweichungen der Werte der einen Kategorie von 
denen der anderen. 

Im Verhalten des Blutmorphinspiegels in der ersten Stunde nach 
subcutaner Iajektion laBt sich also kein Unterschied zwischen vor- 
behandelten und nicht vorbehandelten Meerschweinchen nachweisen. 

Dagegen fiel auf, daB bei zwei vorbehandelten Tieren 24 Stunden 
nach der Injektion nur minimale Mengen (0,002 mg pro Kubikzentimeter) 
Morphin nachgewiesen werden konnten, wihrend die entsprechenden Werte 
bei unvorbehandelten Tieren viel héher lagen (s. oben). Leider konnte 
dieses Ergebnis nicht weiter nachgepriift werden, weil meine Vorrate an 
vorbehandelten Tieren erschépft waren. 
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Uber die hier mitgeteilten Versuche hinaus kénnte die Bestimmung 
der Blutmorphinkurven besonders mit Hilfe des Kaninchenversuchs 
zum Studium des Morphinschicksals nach Organausscha!tung und anderen 
Eingriffen verwertet werden. 


II. Verteilung des Morphins zwischen Blutkérperchen und Blutfliissigkeit. 


Die Frage der Verteilung des Morphins zwischen Serum und Form- 
elementen hat bisher nur wenig Untersucher gefunden. AuBer met hodisch 
zweifelhaften alteren Befunden liegt aus neuerer Zeit die Arbeit von 
Teruuchi und Kai vor, laut deren Angaben nach Zusatz relativ groBer 
Mengen Morphin (0,05 g pro 20 ccm) zu Oxalatblut eine ungefahr gleich- 
maBige Verteilung eintreten soll. 

Bei meinen Untersuchungen benutzte ich wie stets defibriniertes Blut, 
so daB das fliissige Medium von fibrinfreiem Serum gebildet wurde. Ich 
setzte verschiedene kleine, der GréBenordnung der Injektionsversuche 
entsprechende Mengen Morphinchlorid dem Vollblut zu, mischte griindlich 
durch, lieB '/, Stunde stehen und zentrifugierte scharf. Um Verdiinnung 
des Blutes nach Méglichkeit zu vermeiden, setzte ich das Morphin mittels 
Mikropipette in hochkonzentrierter (2- bis 4°,iger) Lésung zu, von der 
nie mehr als 0,15 cem fiir 12 bis 15cem Blut erforderlich war. Durch 
Hamatokritbestimmung wurde der Serum- und Blutkérperchenanteil am 
CGesamtvolumen des Blutes ermittelt. Es geniigte also im allgemeinen die 
quantitative Bestimmung des Morphins im Serum. Da die Gesamtmenge 
des Morphins bekannt war, konnte die auf die Blutkérperchen entfallende 
Morphinmenge durch einfache Rechnung ermittelt werden. Zur Kontrolle 
wurde in einzelnen Fallen auch der Erythrocytenanteil fiir sich bestimmt. 
Es ergab sich stets gute Ubereinstimmung mit den errechneten Werten. 
Des weiteren wollte ich priifen, ob die Verteilung des Morphins beim Ver- 
giftungsversuch den gleichen Gesetzen gehorcht, wie beim Zusatz von 
Morphin zum Blut in vitro. 

Die Versuche wurden mit unvorbehandelten sowie mit vorbehan- 
delten Meerschweinchen, mit Hunde-, Hammel- und Menschenblut aus- 
gefilhrt. In einem Falle wurde das Morphinblut zum Studium des 
Temperatureinflusses fiir mehrere Stunden in den Brutschrank gestellt. 

Die Berechnung wurde so vorgenommen, da die auf 1 ccm Voll- 
blut, Serum und Erythrocytenbrei entfallende Morphinchloridmenge 
ermittelt wurde, also die (durchschnittliche) Konzentration im Gesamt- 
blut und die partiellen Konzentrationen in den einzelnen Blutanteilen. 
Es ergab sich nun aus samtlichen Versuchen iibereinstimmend, daB 
die Konzentration des Morphins im Blutkérperchenbrei héher war als 
im Serum; diese Regel erfahrt unter den von mir gepriiften Variationen 
der Versuchsbedingungen und Objekte keine Ausnahme. 

Ich lasse einige Versuchsbeispiele folgen. 


1. Zu 15 ecem geschlagenem, durch ein Mulltuch koliertem Meerschwein- 
chenblut werden mit Kapillarpipette 0,1 cem 2° ,ige Morphinchloridlésung 
zugesetzt (= 2 mg Morphinchlorid). Nach griindlichem Riihren bei Zimmer- 
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temperatur ('/, Stunde) wird scharf zentrifugiert. 5ccm Serum werden 
zur Morphinbestimmung verwendet. AuBerdem wird mit Hilfe der Ham- 
burgerschen Hamatokritréhrchen der Hamatokritwert des Blutes bestimmt. 


Resultate: In lcem Serum ist 0,06mg Morphinchlorid enthalten. 
Der Haimatokritwert betrigt 40,5 °, 

Berechnung: Laut Hamatokritbestimmung besteht lccm Vollblut 
aus 0,405ccm Blutkérperchenbrei und 0,595 cem Serum, also enthalten 
15cem Vollblut 6,08 cem Blutkérperchenbrei und 8,92cem Serum. — In 
8,92 cem Serum ist laut Analyse 0,535 mg Morphinchlorid enthalten. Im 
ganzen waren 2mg zugesetzt, die Differenz von 1,465 mg ist also in 
den 6,08cem Blutkérperchenbrei enthalten, was pro Kubikzentimeter 


0.24mg ausmacht, also viermal mehr als im Kubikzentimeter Serum 
9 
enthalten ist. Der Durchschnittsgehalt des Blutes betragt ~ 0,13 mg 


pro Kubikzentimeter. 

2. Einem 665g schweren Meerschweinchen werden 13,3ccm 4° ige 
Morphinchloridlésung subcutan injiziert, was 80mg pro 100g Tier aus- 
macht. Nach 27 Minuten wird das Tier durch Halsschnitt entblutet. Es 
werden folgende Morphinanalysen ausgefiihrt: a) im Vollblut, b) im Serum, 
c) im Blutkérperchenbrei, der nach mehrfachem scharfen Zentrifugieren 
und mdglichst vollstindigem Abpipettieren des Serums /zuriickgeblieben 
ist. Diese Analyse erfordert eine modifizierte Technik ; zum Blutkérperchen- 
brei wird das gleiche Volumen morphinfreies Serum von einem anderen 
Meerschweinchen zugesetzt, und in dem Gemisch wird die Morphin- 
bestimmung nach den fiir Vollblut giiltigen Regeln ausgefiihrt. Das in 
lcem dieses kiinstlichen Vollbluts gefundene Morphin stammt ganz aus 
0,5cem Blutkérperchenbrei dieser Blutmenge. In 1 cem Blurkérperchen- 
brei ist also das Doppelte enthalten. 

Resultate: Hamatokritwert des natiirlichen Vollbluts 49°,. Morphin- 
chlorid in 1 cem a) Vollblut 0,24 mg, b) Serum 0,18 mg, c) Blutkérperchen- 
brei 0,32 mg. Also auch hier ein wesentlich héherer Wert unter c) als unter b). 

Kontrolle: lecem Vollblut besteht laut Hamatokritbestimmung aus 
0,5leem Serum und 0,49cem Erythrocytenbrei. Laut Analyse ist ent- 
halten: in 0,5lcem Serum 0,0918 mg, in 0,49cem Blutkérperchenbrei 
0,1568 mg Morphinchlorid, zusammen also 0,2486 mg. Dieser Wert stimmt 
ausreichend gut mit dem direkt bestimmten (0,24) iiberein. 


3. Brutschrankversuch. Zu etwa 20 ccm Hammelblut 2 mg Morphin- 
chlorid ungenau zugesetzt, durchgemischt ; 5 Stunden Brutschrank bei 37°. 
Danach Analyse genau wie im vorigen Versuch: Hamatokritwert 37°,; 
Morphinchlorid in 1 cem a) Vollblut 0,11 mg, b) Serum 0,08 mg, c) Blut- 
kérperchenbrei 0,17 mg. . 

Kontrolle: In leem Vollblut 0,63 cem Serum, darin 0,08 . 0,63 mg, 
also etwa 0,05 mg Morphinchlorid und 0,37 cem Blutkérperchenbrei, darin 
0,17. 0,37 mg, also etwa 0,06 mg Morphinchlorid. In beiden Medien zu- 
sammen also 0,11 mg, was mit dem im Vollblut direkt bestimmten Wert 
iibereinstimmt. 


Folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die funktionelle Ab- 
hangigkeit der Morphinkonzentration im Serum und im Blutk6érperchen- 
brei von der Durchschnittskonzentration im Vollblut. Die Tabelle 
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zeigt, dal} diese Abhangigkeit durch Schwankungen der Himatokrit- 
werte beeinfluBt wird, daB Tierart, Modus der Morphinzugabe (in vitro 
oder durch Injektion) oder Vorbehandlung dagegen keinen erkennbaren 
Kinflu8 ausiiben. Mit Ausnahme von Nr. 5 ist das Morphin in vitro 
zugesetzt worden. 








Dureh- Konzentration im 
schnitts- 7 men 
Ver- konzen- Serum |Blutkorper- hilt- Hamato- 
such _ tration 4 (Ss) | chenbrei eit kritwert Anmerkungen 
im Voliblut P (B) B .S 
Nr. mg Morphinchlorid pro ecem 0, 
1 O,11 0,08 0,17 2,1 37 Hammelblut, 5 Std. Brutsehrank 
2 013 0,06 0,24 4.0 40.5 Normales Meerschweinchen 
3 0,21 0,13 0,31 2.4 47 “ . 
4 0,21 0,13 0,32 2.5 43,5 6 Monate mit Morphin vorbe- 
handeltes Meerschweinchen 
5 0,24 O18 0,32 1.8 49 Norm. Meerschweinchen; Mor- 
phin dem Blut durch Injektion 
zugesetzt. Siehe Versuchs- 
beispiel 2. 
6 0,27 0,21 0,35 1,7 40 Normales Meerschweinchen 
7 0,27 017 0,36 21 50 6 Monate mit Morphin vorbe- 
handeltes Meerschweinchen 
8 0,28 0,18 0.35 1,9 55 Normaler Hund 
9 0,28 0,20 0,38 1,9 45 Normaler Mensch 
10 0,28 0.21 0.41 20 36.5 Morphinsiichtiger Mensch (siich- 
tig seit 10 Jahren, etwa 1,0 
tiglich) 
11 0.5 0,33 0,74 2,2 41.5 Normales Meerschweinchen 


Mit Ausnahme des extremen Wertes von Nr. 2 liegt das Verhaltnis 
der Morphinkonzentration im Blutkérperchenbrei zu der im Serum 
zwischen 1,7 und 2,5. Es findet also eine Anreicherung des Morphins 
in den Formelementen statt. 


- Die in der vorigen Tabelle zusammengestellten Werte beziehen sich 
nur auf die Konzentration des Morphins in den einzelnen Blutanteilen, 
geben aber keinen direkten AufschluB dariiber, wieviel Prozent des in 
einem bestimmten Volumen Vollblut enthaltenen Morphins auf das 
Serum bzw. auf die Formelemente entfallen. In der Arbeit von Terwuchi 
und Kai, die keine Angaben iiber die Himatokritwerte des Blutes ent- 
halt, ist diese letztere Berechnungsart gewahlt. Um Vergleiche zu 
erméglichen, habe ich die errechneten Prozentwerte in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt. Die Numerierung der Versuche ist dieselbe 
wie in der vorigen Tabelle. 





| 


‘Versuche-Nr. 8 =6 |} 2 | 2 | 8) 4[5|]6{[7/8 | 9 || n 
Serumanteil (%). . . . | 45,5 27 | 32 34,4 87 47,4/ 32 29,7 39,1 47/385 
Blutkérperchenanteil (°,,) 54,5 73 68 65,6 63 52,6 68 70,3 60,9 53 61,5 
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Aus dem Vergleich beider Tabellen ist zu ersehen, daB in manchen 
Fallen die AuBerachtlassung der Hamatokritwerte ein falsches Bild 
der Morphinverteilung geben kann. So ist im zehnten Versuch die 
Morphinkonzentration in den Formelementen doppelt so hoch wie im 
Serum, die absoluten Mengen beider Morphinportionen sind dagegen 
etwa gleich groB, da die Formelemente nur etwas tiber ein Drittel 
des gesamten Blutvolumens ausmachen. 


Ill. Abbauversuche. 


Da ein Abbau des Morphins im Organismus, besonders im ge- 
wohnten, wahrscheinlich ist, erschien es notwendig, zu untersuchen, 
ob das Blut bei dieser Funktion eine Rolle spielt. Besonders regte zu 
solchen Untersuchungen die Analogie des Atropins an, fiir das eine 
Abnahme der Wirksamkeit nach langerer Beriihrung mit Blut seit den 
Untersuchungen von Paul Fleischmann (1910) bekannt ist (Literatur 
s. bei Hildebrandt, |. c.). Fiir Morphin wurden gelegentlich entgiftende 
Stoffe im Blute — allerdings nur hypothetisch — angenommen, ja 
es wurde sogar ein darauf basierendes Heilverfahren gegen den Morphinis- 
mus angegeben (Hirschlaff'), es gelang jedoch nicht, einen biologischen, 
geschweige denn einen chemischen Beweis fiir die Existenz eines ,,Anti- 
morphins“ im Blute zu erbringen (Widerlegung durch Morgenroth?). 
Wahrend verschiedene Autoren eine Verminderung der Morphinmenge 
unter dem Einflu8B von Organen oder Organbrei nachgewiesen zu haben 
glauben (Faust, Riibsamen*, Takayanagi®, Teruuchi und Kai®, Alba- 
nese*, Dorlencourt®, Fabre® u. a.), liegt fiir das Blut der negative Befund 
von Teruuchi und Kai vor, die keine Abnahme der Morphinmenge 
nach 1 Stunde finden konnten. Es war zu priifen, ob nicht durch 
Variation der Versuchsbedingungen doch eine solche Abnahme auf- 
zudecken wire. 


“ce 


Zunachst wahlte ich ein Vorgehen, das keine methodische Vor- 
arbeit erforderte. Es war ja nicht ohne weiteres selbstverstandlich, 
daB ein mehrere Stunden bei Brutschranktemperatur gehaltenes Blut 
dieselben EnteiweiBungsbedingungen aufweisen wiirde, wie das un- 
mittelbar nath Entnahme verarbeitete. Ich verglich daher zwei Proben 


Hirschlaff, Berl. klin. Wochenschr. 1902. 

Morgenroth, ebendaselbst 1903, Nr. 2. 

Faust, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 44, 217, 1900. 
Riibsamen, ebendaselbst 59, 227, 1908. 

Takayanagi, ebendaselbst 102, 183, 1924. 

l. c. 

Albanese, Zentralbl. f. Physiol. 28, 241, 1909. 

Dorlencourt, C. r. des séances de la soc. de biol. 74, 895, 1913. 
Fabre, Journ. de pharm. et de chim. 30, 183, 1924. 
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Blut, die genau gleich behandelt worden waren bis auf den Umstand, 
da der einen Probe eine bestimmte Menge Morphin vor dem Brut- 
schrankaufenthalt zugesetzt wurde, wahrend bei der Kontrollprobe 
der gleiche Zusatz nach Herausnahme aus dem Brutschrank erfolgte. 
Bei der ersten Probe hatte also eine Beeinflussung der Morphinmenge 
durch das Blut stattfinden kénnen, bei der zweiten Probe nicht. 


1. Zwei Portionen zu 5cem kolierten, defibrinierten Blutes von einem 
normalen Meerschweinchen wurden in groBe Zentrifugengliser gebracht ; 
zur Portion A wurde mit Mikropipette 0,1 cem 1°,ige Morphinchlorid- 
lésung zugegeben, Portion B blieb zunaéchst morphinfrei. Die Zentrifugen- 
glaser wurden zugekorkt und fiir 5'/, Stunden in einen Brutschrank von 37° 
gestellt. Nach Herausnahme der Glaser aus dem Brutschrank erhielt B 
den gleichen Zusatz wie A bei Beginn des Versuchs. Nun wurden beide Blut- 
portionen in thren Zentrifugenglasern nach iiblicher Vorschrift enteiweiBt. 
und die gew6hnliche Morphinbestimmung wurde angeschlossen. Es fand 
sich in beiden Blutportionen der gleiche Wert von 0,205 mg pro Kubik- 
zentimeter. Dieser Wert entsprach auch gut dem Zusatz (0,2 mg pro Kubik- 
zentimeter). Die vielstiindige Beriihrung des Blutes mit dem Morphin 
hatte also keinen EinfluB auf den Analysenwert. 

2. Derselbe Versuch mit dem Blut eines vorbehandelten Meerschwein- 
chens, das in der friiher beschriebenen Weise seit 6 Monaten regelmaBige 
Morphininjektionen erhalten hatte. Die letzte Vorbehandlungsinjektion 
lag am Versuchstage 2 Tage zuriick. Die Analyse ergab in der Blutportion A 
(Morphinzusatz vor dem Brutschrank) 0,235 mg/cem, in der Portion B 
(Morphinzusatz nach dem Brutschrank) 0,218 mg/eem. Diese beiden 
Zahlen, die um 7,2 °, der ersten Zahl differieren, diirfen als gleich im Rahmen 
der Versuchsfehler angesehen werden; auch hier ist keine Abnahme der 
Morphinmenge im Brutschrankversuch zu konstatieren. Der Umstand, 
daB hier die Werte beider Proben den Ansatz (0,2 mg/cem) um 9 bis 17° 
iibersteigen, ist zwar methodisch wichtig, aber fiir das uns interessierende 
Resultat wegen der Identitat der Technik in A und B unwesentlich. 

Die Brutschrankzeit wesentlich zu verlangern, schien wegen der dann 
zu erwartenden unkontrollierbaren Veranderungen des Blutes unzweck- 
maBig. Ich ging aber noch folgendem Gedankengang nach: es ware denkbar. 
daB das Morphinsalz, in vitro zugesetzt, den hypothetischen Blutagenzien 
keinen Angriffspunkt bietet, wahrend das im Blute eines vergifteten Tieres 
kreisende Morphin sich in dieser Hinsicht anders verhalv. Ich wollte das 
Schicksal des Morphins verfolgen, das nach einer subcutanen Injektion 
durch Resorption ins Blut gelangt, und das dann nach Entbluten des 
Tieres mehrere Stunden bei Brutschranktemperatur dem EinfluB dieses 
Blutes ausgesetzt ist. Man kénnte hoffen, in diesem, den EinfluB der Kérper- 
organe ausschaltenden Modellversuch die dem Blute zukommende Kom- 
ponente des Prozesses aufzudecken, der zum Verschwinden des Morphins 
aus dem Blute fiihrt. 


Hier muBte aber zunachst gepriift werden, inwiefern die methodi- 
schen Voraussetzungen, die fiir frisch entnommenes Blut gelten, auch 
auf das stundenlang im Brutschrank erwairmte Blut anwendbar sind. 
Der letztangefiihrte Versuch hatte ja einen Fehler von 9 bis 17°, er- 
geben. Es wurde nun eine Reihe von methodischen Versuchen angesetzt, 











mac wicenibiadee oi 


NPR TE a0 


wien rain 





maa wtceinibiatier dic” ¥ 


Vel Pee 

















Morphingehalt des Blutes und Gehirns nach Morphinzufuhr. 249 
bei denen das morphinfreie Blut 5 bis 6 Stunden im Brutschrank blieb, 
worauf der Zusatz einer bekannten Morphinmenge erfolgte, und die 
Bestimmung sofort angeschlossen wurde. Eine Veranderung des 
Morphins durch das Blut war dabei nicht anzunehmen, die methodischen 
Verhaltnisse waren aber der Ernstbestimmung nach Méglichkeit an- 





genahert. 

Zusatz mg/eem . at 0,100 0.200 0,200 0.080 0.080 0,080 
Bestimmt mg/ccem . . 0,114 0,205 0,218 0,065 0,073 0,072 
Fehler ....... i] +14%/+25%; +9% | —19%. —8,7%;| —10° 


Es hatte wohl zu weit gefiihrt, der Ursache der hier auftretenden 
Fehler nachzugehen. Die angefiihrte Reihe zeigt, daB Abweichungen 
sowohl nach oben als nach unten vorkommen kénnen, und daB die 
Fehler bei kleinen Morphinmengen unter diesen Bedingungen (also bei 
Brutschrankblut!) 20°, erreichen kénnen. Man muB6 sich also klar 
dariiber sein, daB nur massive Wirkungen im Einzelversuch als sicher 
vorhanden aufgedeckt werden kénnen, daB dagegen bei Ausbleiben 
eines solchen eindeutigen Ausschlags nur der Serienversuch Aufschlub 
dariiber geben kann, ob einzelnen Befunden Bedeutung beigemessen 
werden darf. 

Da — wie vorweg gesagt sei — kein eindeutiger Befund erhoben 
wurde, setzte ich eine Reihe von vollkommen identischen Versuchen 
an, die also gemeinsam beschrieben werden miissen. Die Resultate 
sind in einer Tabelle zusammengestellt. 

Einem Meerschweinchen von 300 bis 500 g (in vereinzelten Fallen 
auch auBerhalb dieser Grenzen) wurde subcutan 40 bzw. 20 mg Morphin- 
chlorid pro 100 g Tier in 4°,iger Lésung injiziert, also eine Menge, die 
von dieser Tierart gut vertragen wird. 1'/, Stunde nach der Injektion 
wurde das Tier durch Halsschnitt entblutet. Auf diese Weise wurde 
das — resorbiertes Morphin enthaltende — Blut gewonnen. Von der 
Blutkolatur wurden unter standigem Riihren zwei gleich groBe Portionen 
in Zentrifugenglaser iiberpipettiert. Das Rihren war erforderlich, 
damit eine gleichmaBige Aufschwemmung der Erythrocyten erreicht 
wurde, da sonst die erythrocytenreichere Portion laut friiheren Fest- 
stellungen auch morphinreicher ausfallen wide. 


Die eine Portion (A) wurde méglichst bald enteiweiBt und zur Morphin- 
bestimmung verarbeitet. Diese Bestimmung gab Antwort auf die Frage, 
wie hoch die Morphinkonzentration im Blute '/, Stunde nach der Injektion 
ist. Ihre Resultate sind daher in anderem Zusammenhang schon im ersten 
Teil dieser Arbeit aufgefiihrt worden. Die zweite Blutportion (B) wurde 
vor der Morphinbestimmung 5 bis 7 Stunden in verkorktem Zentrifugenglas 
bei 37° gehalten. Die EnteiweiBung wurde vorgenommen, wenn sich das 
Blut auf Zimmertemperatur abgekiihlt hatte. Der auBere Gang der Analysé 

















250 P. Fleischmann: 


unterschied sich nicht von dem gewoéhnlichen bei Frischblut. Diese Versuche 
wurden sowohl mit normalen als mit vorbehandelten Meerschweinchen 
angestellt. 


Normale Tiere. 





Morphinchlorid im Blut 
mg/cem 











Injizierte iffere schrank- 
Gewicht om oe a — yyy 
mg 100 ¢ sofort nach ochreshentent- 
. Entbluten (A) halt (B) Of, 
527 40 0,215 0,192 — 10,7 6b 30’ 
395 29 0,081 0.083 + 25 6 40 
239 20 0,070 0,066 — 5,7 6 
373 20 0,050 0,035 30 6 20 
403 20 0,041 0,041 0 6 
Vorbehandelte Tiere. 
Morphinchlorid im Blut 
} Inji- Zeitpunkt mg/cem i ffe. Brut- 
Bh zierte Ping ll der letzten Pa Fe Oy —_— | sechrank- 
Menge | behandlung Vorbehand- || sofort nach oo : - (B—A) zeit 
mg/100 g lungsinjektion | Entbluten | 5°2T@? fiir B 
aufenthalt 
g | (A) (B) 5 
622 40 19 Monate| vor 3 Tagen 0,213 0,168 — 21,1! 6» 30’ 
820 20 (18%, , we Eh 0,073 | 0,049 33. | 7 
430/ 20 | 7, , a ee 0,062 | 0040 —35 7 
495 20 To S oe eee 0,057 0,062 + 88 5 50 
475 || 20 | 8/7, ” Wy Tag 0,055 | 0,055 0 6 10 
365 20 7 ‘ » 3 Tagen 0,045 0,044 — 22:6 50 
518 20—s«B, si, , a2 0,040 | 0,057 +33 6 
464) 20/7) , ” Tag 0,034 | 0,028 —17,6. 6 


Man muB sich vergegenwiartigen, daB es sich hier stets um sehr 
kleine Morphinmengen handelte, daB daher die Anforderungen an die 
Genauigkeit der Methode geringer sein miissen, als bei den oben an- 
gefiihrten methodischen Versuchen. Die Abweichungen der B-Werte 
von den A-Werten, die in den Einzelversuchen mit extremen Resultaten 
als bedeutead impcnieren, erweisen sich bei Serienversuchen als in- 
konstant. Es laBt sich auch kein Unterschied zwischen vorbehandelten 
und normalen Tieren feststellen. Also auch mit der hier angefiihrten 
Methodik l4Bt sich kein Abbau des Morphins durch Blut beweisen. 


Anhang. 


Einige Erfahrungen iiber den Morphinnachweis im Gehirn. 


Der naheliegende Versuch, die fiir das Blut erprobte Methode des 
quantitativen Morphinnachweises auf Organe auszudehnen, stieB bei 
den meisten Objekten auf so groBe Hindernisse, daB ich aus auBeren 
Griinden von der Ausarbeitung spezieller Methoden Abstand nehmen 
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mubte. Das einzige von den bei pharmakologischen Versuchen inter- 
essierenden Organen, das eine annahernde Bestimmung erlaubt, ist 
das Gehirn. 

Ich ging dabei folgendermaBen vor: Das von der Dura befreite Meer- 
schweinchengehirn wird dicht unterhalb der Medulla oblongata abgetrennt, 
in toto in ein entsprechendes groBes gewogenes Zentrifugenglas gebracht 
und mit diesem gewogen. Nach Zusatz der gleichen Menge destillierten 
Wassers (lcem pro Gramm Gehirn) wird unter kraftigem Riihren die 
doppelte Menge 14,5°,ige Uranylnitratlésung zugegeben. Die Gehirnmasse 
zerfallt nun in kurzer Zeit zu grauem Detritus, zuriickbleibende Gewebs- 
fetzen lassen sich mit dem CGlasstab so weit zerdriicken, da®B schlieBlich 
makroskopisch keine Gewebsstruktur mehr .erkennbar ist. Zentrifugiert 
man nun, so erhaélt man einen weiBlich-grauen kompakten Niederschlag, 
dariiber eine fast immer klare griinliche Fliissigkeit, die zur weiteren Analyse 
verwendet wird. Da Versuche mit bekanntem Morphinzusatz ergeben haben, 
daB das Morphin ebenso wie bei dem Nachweis im Blute gleichmaBig 
zwischen dem Niederschlag und der iiberstehenden Fliissigkeit verteilt 
ist, so geniigt die Untersuchung des Pipettats, wihrend der Niederschlag 
auBer Betracht bleiben kann. Das weitere Vorgehen lehnt sich an das 
Verfahren zur Bestimmung des Morphins im Vollblut an. Es folgt also 
eine ,,Enturanylisierung’*, die durch Zugabe geeigneter Quanten von 
Natriumecarbonat und neutraler Phosphatlésung erreicht werden kann. 
Die auf diese Weise erhaltene Fliissigkeit, die kein mit gew6éhnlichen 
Reagenzien nachweisbares Eiweif und sehr wenig Uranyl enthalt, wurde 
nun auf ihre Eignung als Milieu zur Phosphormolybdansaurefallung des 
Morphins gepriift. Es zeigte sich, daB die Fallung befriedigend erfolgte, 
da& aber morphinfreie Proben ebenfalls eine wenn auch geringe 
feinkérnige gelbe Ausfallung erkennen lieBen. 

Dieser Niederschlag zeigte nun die Eigenschaft, daB er sich in 
konzentrierter Schwefelsiure vollkommen farblos léste. Er verhielt 
sich also ebenso, wie der durch Fallung einer Reihe von Alkaloiden, 
z. B. des Atropins erhaltene Niederschlag. Wenn er auch die kolori- 
metrische Bestimmung des Morphinniederschlags nicht direkt stérte, 
so wurde doch ein anderer Fehler eingefiihrt: die Morphinwerte wurden 
héher, es trat also dieselbe Wirkung ein, wie ich sie schon bei Zusatz 
eines nicht farbbildenden Alkaloids zum Morphin beobachtet hatte 
(s. vorige Publikation). Wahrscheinlich fungieren dabei die aus dem 
Gehirn stammende mitgefallte Substanz bzw. das mitgefallte Alkaloid 
als Schutzsubstanzen fiir das Morphin, von dem nun ein geringerer 
Teil bei der Fallung in Lésung bleibt, als in Abwesenheit einer mit- 
gefillten Substanz. Dieser EinfluB, der bei gréBeren Morphinmengen 
keine groBe Bedeutung besitzt, fiihrt bei Morphinmengen, deren Nieder- 
schlige dieselbe GréBenordnung haben, wie der Niederschlag der Gehirn- 
substanz oder die noch kleiner sind, zu unkontrollierbaren Fehlern. 
Da praktisch gerade solch kleine Morphindosen in Betracht kamen, 
versuchte ich, den durch die Gehirnsubstanz verursachten Plusfehler 
dadurch zu verringern und zu kompensieren, daB ich sowohl der zu 
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analysierenden Probe als der zum kolorimetrischen Vergleich dienenden 
Standardprobe vor der Fallung eine relativ groBe Menge, und zwar 
1 mg Atropin zusetzte. Bei der Fallung erhielt ich nun so groBe Atropin- 
niederschlage, da die kleinen Niederschlage, die von der Gehirnsubstanz 
herriihrten, keinen wesentlichen EinfluB auf die Resultate austiben 
konnten. 

Fallt man nun in der iiblichen Weise eine wasserige Lésung, die neben 
Img Atropin eine sehr kleine Menge Morphin enthalt (z. B. 0.01 mg und 
noch weniger), so lést sich der durch Zentrifugieren und Waschen isolierte 
Niederschlag in konzentrierter Schwefelsdure mit blauem Farbton, der 
im Wasserbad bei 50° in Braunlichgelb tibergeht. Diese Farbténe sind 
wesentlich intensiver als in Abwesenheit von Atropin, obgieich das Atropin 
selbst keinerlei Farbreaktion erkennen |aBt. Das Vorgehen hat auch den 
Vorteil, daB man nicht mit winzig geringen Niederschlagen zu manipulieren 
braucht. 

Es zeigte sich nun, daB die von mir benutzte Kurve, die die Farb- 
intensitat als Funktion der gefallten Morphinmenge darstellte, bei 
der neuen Methede keine Giltigkeit mehr besaB. Es muBte eine neue 
Kurve ermittelt werden, die der Proportionalitatsgeraden wesentlich 
niher kam als die alte Kurve. Man kann also innerhalb kleiner Intervalle 
mit geniigender Genauigkeit die Morphinmenge der Farbzahl propor- 
tional setzen, bei weiteren Intervallen kann man sich die Kurve stets 
leicht repreduzieren. 

Es erschien aussichtsreich, diese Methode auch fiir reine Lésungen 
zu empfehlen. Fir die Bestimmung des Morphins im Blute erwies sich 
die ,,Atropinmethode“ als zu fein, sie gab 6fters positive Ausschlage 
bei morphinfreiem Blut, wahrscheinlich infolge der Anwesenheit 
kleinster EiweiBmengen. Ich habe zahlreiche Blutversuche aus diesem 
Grunde nicht verwertet, wenn sie nicht durch Leerproben kontrolliert 
werden ‘konnten. LEinzelne Blutbestimmungen mit Atropinmethode 
finden im nachfolgenden zum Vergleich mit Gehirnversuchen Er- 
wahnung. 

Wie bei Ausarbeitung der Blutmethcde priifte ich auch fiir den 
Nachweis im Gehirn, welcher Teil des dem Gehirn zugesetzten Morphins 
nach EnteiweiBung und Enturanylisierung in der am Schlu8 zur Fallung 
benutzten Fliissigkeit enthalten war. Diese Menge entsprach dem 
trade der Verdiinnung der Gehirnsubstanz durch die Reagenzien. 

Die Technik sei kurz geschildert: Zu 7 ccm des wie oben angegeben 
enteiweiBten Pipettats kommen unter Riihren 0,28cem 13°,ige Lésung 
wasserfreien Na,(O, und 0,63 ccm erwarmter iibersattigter, etwa ‘/, mol. 
Phosphatlésung (s. Blutmethode'). Zentrifugieren. 5ccm des Pipettats 
in kleines Zentrifugenglas zur Fallung, dazu ebenso wie zur Standardprobe 


1 Diese Zeitschr. 208, 411, 1929. 
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vor der Fallung 0,5cem 2°/,,ige Atropinsulfatlésung. Die weitere Verar- 
beitung geht nach den friiher angegebenen Regeln vor sich: 1 cem 2n HCl, 
lcem Fallungsreagens usw. Die Waschfliissigkeit ist bei der Atropin- 
methode oft leicht triibe, was ohne Bedeutung ist. 

Berechnung: Die Farbwerte kénnen ohne groben Fehler den Morphin- 
chloridmengen proportional gesetzt werden. Es ist dabei die angewandte 
Schwefelsiuremenge zu beriicksichtigen, da die Farbintensitat dem Lésungs- 
volumen umgekehrt proportional ist. Es ist also wenn H,SQO, nur bis 
zur Marke .,2 cem** zugegeben worden ist eine Umrechnung auf 5 cem 
vorzunehmen, d.h. der ermittelte Farbwert ist mit zwei Fiinftel zu multi- 
plizieren, falls bei der Standardprobe H,S Oy, bis zur Marke 5 ccm zugegeben 
werden muBte. 

Nun 148t sich die im Gehirn enthaltene Morphinmenge folgender- 
maBen errechnen; war das Gehirngewicht G, so betrug nach Wasserver- 
diinnung und EnteiweiBung das Volumen 4G (die Abweichung des spezifi- 
schen Gewichts des Gehirns von | kann unberiicksichtigt bleiben). Davon 
sind 7 cem auf 7.91 cem verdiinnt worden, und in 5 ccm dieser Verdiinnung 
sind .M mg Morphinchlorid direkt bestimmt. In den urspriinglichen 4G cem 
(die ja das Morphin des Gehirns enthielten) waren also vorhanden : 

M7,91.4G 
J — mg = 0,9 MG mg Morphineblorid. 
i? 

Ich méchte ausdriicklich betonen, daB der quantitative Nachweis 
des Morphins im Gehirn dem friiher angegebenen Nachweis in reiner 
Lésung, in Serum und Blut an Genauigkeit nicht gleichwertig ist. 
Es kam mir nur darauf an, GréBenordnungen zu bestimmmen, ich habe 
daher auf die Ausarbeitung von Hilfsmitteln zur Steigerung der Ge- 
nauigkeit und auf subtile Priifung dieser Genauigkeit verzichtet. 
Immerhin erlauben die angestellten Versuche Vergleiche untereinander 
und mit den Ergebnissen der gleichzeitig vorgenommenen Blutanalysen. 

. + . . . os , 

Ich fand in Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchern, daB 
eine Anreicherung des Morphins nach subcutaner Injektion nicht 
stattfindet. Im Gegenteil, die Konzentration des Morphins im Gehirn 
ist noch wesentlich niedriger als im Blute, wo es wie wir gesehen 
haben — stets viel weniger konzentriert gefunden wird, als bei gleich- 
maBiger Verteilung des Morphins im Organismus zu erwarten ware. 
Das gilt fiir normale wie fiir vorbehandelte Meerschweinchen. 


1. Vergiftung mit sehr hoher Morphindosis. Normales Meerschweinchen, 
Gewicht 325g. Subcutane Injektion von 86 mg Morphinchlorid pro 100 g 
Tier. Méglichst volistandige Entblutung nach 30 Minuten. Morphin- 
bestimmung im Blute und im Gehirn (beides mit Atropinmethodik). 


In leem Blut. . . . . . . . . 0,27 mg Morphinchlorid 
~ Se ae Sw. 2 ar 
Im ganzen Gehirn (3.23 g¢) . . . 0.15 ,, 


2. Serie von vier Meerschweinchen, die 3!/, Wochen lang vor dem 
Versuch dreimal wéchentlich subcutane Injektionen von 80 mg Morphin- 
chlorid erhielten. (Zum letztenmal vor 3 Tagen.) Am Versuchstage Gewicht 
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der Tiere 305 bis 325g. Injektion von 50 mg pro 100g Tier. Entblutung 
der einzelnen Tiere nach verschieden langem Intervall. 





Morphinchlorid 
iaareees-= Im ganzen 


Intervall : Rigg PM 
pore im Blut — Gehirn 
Min. tmgicem) mg mg 
5 0,19 0,928 0,09 
20 0,14 0,035 0.11 
40 0,11 0,932 0,09 
69 0,18 0,045 0.12 


Hier ist also weder durch die wochenlange Vorbehandlung, noch 
durch die einmalige gréBere Injektion eine Speicherung von Morphin 
im Gehirn erreicht worden. 


3. Bei dem 3400 g schweren Kaninchen, das, wie im ersten Teil dieser 
Arbeit berichtet ist, eine subcutane Injektion von 35 mg/100 g erhalten 
hatte, wurde nach dem spontan erfolgten Tode das Gehirn auf Morphin 
untersucht, und zwar getrennt GroB- und Zwischenhirn einerseits und der 
Rest des Gehirns andererseits. Es fand sich nun pro Gramm Hirnsubstanz: 


In GroB- und Zwischenhirn. . . 0,04 mg Morphinchlorid 
Im iibrigen Gehirn. . ... . . 0,031 ,, ‘ng 


Es ist dabei zu beriicksichtigen, daB dem Tode kein extremes Ver- 
bluten voranging, und da8 das Gehirn zweifellos Blut enthielt. Das von 
diesem Tiere gewonnene Leichenblut enthielt 0,141 mg Morphinchlorid 
pro Kubikzentimeter. Ein Teil des im Gehirn gefundenen Morphins kommt 
also auf Rechnung des Blutes. 


Einige weitere Meerschweinchenversuche sprechen im gleichen 
Sinne, ohne besonderes Interesse zu bieten. 


Zusammenfassung. 


1. Es gelingt mit Hilfe der von mir angegebenen Methode des 
quantitativen Morphinnachweisres regelmaBig, nach einer geniigend 
starken, aber mit dem Leben vereinbaren subcutanen, intraperitonealen 
oder intravenésen Morphininjektion das Morphin im Blut quantitativ 
zu bestimmen. Die Konzentration des Morphins hangt von der In- 
jektionsdosis und von der seit der Injektion verstrichenen Zeit ab, 
unterliegt aber auch individuellen Schwankungen. Sie ist stets wesentlich 
geringer, als bei gleichmaBiger Verteilung der injizierten Morphinmenge 
im Tierorganismus zu erwarten wire. Das Morphin verschwindet aus 
dem Blute nicht blitzartig, sondern allmahlich im Laufe von Stunden, 
bei Meerschweinchen kann es noch am folgenden, nicht aber am iiber- 
naichsten Tage im Blute gefunden werden. Das Maximum der Morphin- 
konzentration wird meist innerhalb der ersten Stunde erreicht. 
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Bei Meerschweinchen, die langere Zeit vorher regelmaBig mit 
Morphin gespritzt worden sind, werden im wesentlichen die gleichen 
Verhaltnisse gefunden. 

2. Die Konzentration des Morphins im Blutkérperchenbrei ist 
héher als im Serum, und zwar gewohnlich etwa doppelt so hoch. Das 
gilt sowohl fiir in vitro zugesetztes als fiir resorbiertes Morphin. 

3. Die Abnahme der Morphinkonzentration im Blute muB durch 
Abgabe an die Organe, nicht aber durch Zerstérung im Blute erklart 
werden. Eine Zerstérung des Morphins durch Blut im Brutschrank 
laBt sich weder bei normalen, noch bei morphinvorbehandelten Meer- 
schweinchen nachweisen, auch nicht, wenn das Morphin dem Blut 
bereits im Organismus zugesetzt worden ist. 

4. Die Morphinspeicherung erfolgt nicht im Gehirn; die Morphin- 
konzentration im Gehirn ist selbst bei schwerster Vergiftung wesentlich 


niedriger als im Blute. 








Uber die biochemische Wirkung isomerer Pyridonarsinsiuren. 


Von 


A. Binz und Gerda Wilke. 
(IV. Mitteilung' zur Biochemie der Pyridinderivate von Binz und Raith.) 


(Aus dem Chemischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule Berlin.) 


(Eingegangen am 14. August 1931.) 


Aus 5-Amino-2-pyridon entsteht auf dem Diazowege die 2-Pyridon- 
5-arsinsdure? (1). Ihre auBergewéhnliche Ungiftigkeit, verbunden mit 
guter Heilwirkung, gab die Veranlassung, in entsprechender Weise 
aus 3-Amino-2-pyridon die 2-Pyridon-3-arsinsdure’ (111) und aus 
5-Amino-4-pyridon die 4-Pyridon-5-arsinsdure* (V) darzustellen und 
diese drei isomeren Pyridonarsinséuren in Form ihrer Dinatriumsalze 
chemotherapeutisch miteinander zu_ vergleichen. 

Die bereits beschriebenen Derivate von I und ILI, die 2-Pyridon-35- 
jod-5-arsinsdure (I1)® und die 2-Pyridon-5-jod-3-arsinsdure (IV)® wurden 
zu den Vergleich mit herangezogen. 

Die Ergebnisse sind, wie aus der Tabelle ersichtlich, die folgenden: 

An Vertrdglichkeit und Hohe der zur Vergiftung notwendigen 
Menge ist das Di-Natrium-Salz der 2-Pyridon-5-arsinséure (1) allen 
anderen Verbindungen iiberlegen’. Noch vertraglicher ist das Mono- 
Natrium-Salz (subcutan 6,25 mg, intravenéds 4,17 mg pro Gramm 
Maus), wie bereits friiher mitgeteilt®. Eine bemerkenswerte, wenn 


Ill. Mitteilung. diese Zeitschr. 223, 249, 1930. 

Binz u.:\ Rath, A. 455, 127, 1927. 

Binz u. Maier- Bode, A. 487, 119, 1931. 

Uber die Darstellung wird demnachst berichtet werden. 
Binz u. Rath, A. 455, 137, 1927. 

Binz. Rath u. Urbschat. A. 475, 142, 1929. 

Val. Binz u. Rath, diese Zeitschr. 208, 218, 1928. 

Binz, Rath u. Wilke, ebendaselbst 223, 180, 1930. 
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auch geringere Vertraglichkeit bleibt erhalten, wenn der Pyridon- 
sauerstoff in 4-Stellung, also von der Para- in die Orthostellung zum 
fiinfstandigen Arsen riickt (V). Dagegen sinkt die Vertraglichkeit 
im Vergleich mit I auf rund ein Zehntel, bzw. die Giftigkeit steigt auf 
fast das Zehnfache, wenn das Arsen in die Orthostellung zum zwei- 
standigen Pyridonsauerstoff verlegt wird. 


Merkwiirdig ist der EinfluB des Jods: In 3-Stellung eingefiihrt (IT) 
macht es das 2-Pyridon-5-arsinat erheblich giftiger, dagegen wirkt es 
entschieden entgiftend bei Eintritt in das 2-Pyridon-3-arsinat (IV). 

Was die Heilwirkung bei der Trypanosomeninfektion der Maus 
angeht, so tritt eine RegelmdpBigkeit zutage: Bei Parastellung von 
Arsen zu Pyridonsauerstoff (I und II) ist Heilwirkung vorhanden; sie 
verschwindet bei Orthostellung (III, IV, V). gleichgiiltig, wie die 
Stellung zum Ringstickstoff ist und ob Jod anwesend ist oder nicht. 





Dosis toxica Dosis tolerata Dosis curativa Index 
a sub- intra- sub- intra- sub- intra- sub-_ intra- 
Priparat cutan venis cutan vends cutan vents cutan  venis 
mg mg mg mg mg mg mg mg 


prog prog prog prog prog prog prog prog 


Nay Og As— o o 1 1 
] 7 2.5 6 2 1,2 1 = 6 
—O 4 . 
NH 
Na, 0; As- P —J . ‘ * +. os | os 1 1 
-(~) a: = “i 4 ; , 1,87 1,87 
NH 
— AsO; Nay 
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0 
NH 
J —AsQ, Nay, 
IV 15 | 1,5 1 1 — ~- 
‘ io) 
NH 
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Im AnschluB an diese Arbeit bediirfen die friiheren Mitteilungen! 
insofern einer Berichtigung, als die dort als wahrscheinlich mit I 
tautomer angenommene 2-Oxy-pyridin-d-arsinsdure sich als die 
stellungsisomere 2-Pyridon-3-arsinsdure (II1) erwiesen hat?. Das als 
Tautomerengemisch angesprochene Gemenge der Arsinsiuren war also 
ein Gemisch der Stellungsisomeren. Die im AnschluB daran genannte 
2-Methoxy-pyridin-5-arsinsiure hat sich als N-Methyl-2-pyridon-3- 
arsinsdure erwiesen. 

Experimenteller Teil. 

Die Anordnung der Versuche war dieselbe wie in der vorigen Mitteilung. 

(Infektion weiBer Mause mit Trypanosomen Nagana Brucei, Stamm Pro- 


wazek; 20 Tage Beobachtung ftir Dosis tolerata, 32 fiir Dosis curativa. Die 
Zahlen bedeuten stets mg pro g Maus.) 


Dinatriumsalz der 2-Pyridon-5-arsinsdéure (I). 


Dosis toxica: Subeutan 7 mg; zwei Mause leben, zeigen aber starkes 


Zittern. Intravenés 2,5 mg; zwei Mause tot nach 2 bzw. 3 Tagen, eine 


Maus lebt. Dosis tolerata: Subcutan 6 mg; 20 Mause leben. Intravenés 
2 mg; drei Mause leben. Dosis curativa: Subeutan 1,2 mg; vier Méuse 


geheilt. Mit 1 mg zwei Mause geheilt, zwei Méuse mit Rezidiven nach 
6 bzw. 12 Tagen. Intravenés | mg; zwei Mause geheilt. Bei 0,8 mg nach 
8 Tagen Rezidiv bei einer Maus. Index: Subcutan 1/5, intravenéds 1/2. 


Dinatriumsalz der 2-Pyridon-3-jod-5-arsinsdure (11). 


Dosis toxica: Subcutan 2 mg; zwei Maéuse tot nach 24 Stunden, eine 
Maus tot nach zwei Tagen, eine Maus lebt. Intravenés 2 mg; zwei Méuse 
tot nach 24 Stunden. Dosis tolerata: Subcutan 1,5 mg; vier Mause 
leben, eine Maus tot nach 4 Tagen. Intravendés 1,5 mg; zwei Mause leben. 
Dosis curativa: Subcutan mit 0,8 mg zwei Mause geheilt; mit 0,6 mg zwei 
Mause geheilt, vier Méuse rezidivieren nach 4 bzw. 8 Tagen. Intravends 
mit 0,8 mg vier Mause geheilt; mit 0,6 mg drei Mause geheilt, zwei Mause 
rezidivieren nach 2 bzw. 13 Tagen. — Index: Subcutan und intravends 
1/1,87. 


Dinatriumsalz der 2-Pyridon-3-arsinsdure (III). 


Dosis toxica: Subcutan 0,71 mg; zwei Mause tot nach | bzw. 3 Tagen. 
Intravenés 0,33 mg; drei Miiuse tot nach 2 bzw. 3 Tagen, eine Maus lebt. 
Dosis tolerata: Subcutan 0.5 mg; drei Mause leben. Intravenés 0,25 mg; 
zwei Mause leben, eine Maus tot nach 3 Tagen. Keine Dosis curativa: 
0,33 mg subecutan und 0,25 mg intravenés reichten nicht aus, um die 
Trypanosomen zum Verschwinden zu bringen. 


Dinatriumsalz der 2-Pyridon-5-jod-3-arsinsdure (IV). 


Dosis toxica: Subcutan 1,5 mg; eine Maus tot nach 2 Tagen. Intravenés 
1,5 mg; zwei Maéuse tot nach 2 bzw. 3 Tagen. Dosis tolerata: Subcutan 


1 Binz, Rath, Wilke, diese Zeitschr. 228, 177, 1930; Binz, Rath, Rost, 
diese Zeitschr. 223, 250, 1930. 
2 Binz u. Maier-Bode, Ann. 487, 121, 1930. 
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1 mg; zwei Mause leben, eine Maus tot nach einem Tage. Intravenés 1 mg; 
zwei Mause leben. Keine Dosis curativa: Je 1 mg subcutan und intra- 
venés brachten die Trypanosomen nicht zum Verschwinden. 


Dinatriumsalz der 4-Pyridon-5-arsinsdure (V ). 


Dosis toxica: Subcutan 5mg; zwei Mause starben nach 24 Stunden. 
Intravenés 3,33 mg; zwei Mause tot. Dosis tolerata: Subcutan 4,17 mg; 
zwei Mause leben, eine Maus tot nach 24 Stunden. Intravenéds 2,5 mg; 


vier Mause leben, eine Maus tot nach 24 Stunden. Keine Dosis 


curativa: Rezidive bei subcutan 4,17 mg und intravenés 2,5 mg bei je zwei 
Mausen. 








Chemische und physiko-chemische Untersuchungen 
des Blutes gesunder Schafe. 


Von 


A. Trautmann, P. Luy und J. Schmitt (Hannover), 


(Eingegangen am 14. August 1931.) 


Von unseren landwirtschaftlichen Nutztieren ist das Blut des 
Schafes in chemischer wie physiko-chemischer Hinsicht so gut wie 
nicht erforscht. Nur tiber Einzelheiten, wie z. B. Blutzucker, Rest- 
stickstoff, liegen einige wenige Untersuchungen vor, deren Ergebnisse 
aber nur auf der Verarbeitung des Blutes einer geringen Zahl von 
Tieren basieren. Nach neuen Gesichtspunkten ausgefiihrte Reihen- 
untersuchungen an durch einmalige Blutentnahme gewonnenem 
Material fehlen ganz, sind aber dringend erwiinscht. Die Klinik, die 
sich immer intensiver mit den Schafkrankheiten beschaftigt, bendtigt 
zu diagnostischen Zwecken fiir die einzelnen Blutbestandteile Mittel- 
werte und Schwankungsbreiten, an Hand derer die Abweichungen von 
der Norm bestimmt werden kénnen. Im Physiologischen Institut der 
Tierairztlichen Hochschule zu Hannover ist vielfachen Wiinschen und 
Anregungen zufolge das Blut gesunder Schafe weitgehendst studiert 
worden. Insbesondere sind an einer gréBeren Zahl von Schafen der 
Gehalt des Blutes an Calcium und Phosphor sowie an Zucker festgestellt 
worden. Weiter wurden untersucht: das spezifische Gewicht, die Wasser- 
stoffionenkonzentration, die Viskositdt, die Gefrierpunktserniedrigung, der 
Reststicksto/f, die Alkalireserve und die Blutkérperchensenkungs- 
geschwindigkeit. An diesen Untersuchungen hatten unsere Schiiler 
Griinewald und Otto wesentlichen Anteil. 


Die Literatur berichtet nur iiber den an wenigen Schafen  ge- 
wonnenen Zucker- (Wishart, Scheunert und v. Pelchrzim, Vélker, Janecsko, 
Moutaux) und Reststickstoffgehalt (Quagliariello, Scheunert und 
v. Pelchrzim, Zimmer) sowie iiber den Calcium- und Phosphorspiegel 
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(Abderhalden, Mazzocco) des Schafblutes, wahrend itiber alle iibrigen 
angefiihrten Blutbestandteile bzw. Blutverhaltnisse zurzeit irgend- 
welche Angaben nicht vorliegen. 


Die Untersuchungen des Blutes wurden an 42 Schafen (8 Bécke, 
10 Hammel, 24 Schafe), die vom hiesigen Schlachthof bezogen wurden, aus- 
gefiihrt. Es handelte sich um gutgenéhrte Tiere, die vor den Versuchen 
im Institut gehalten und ganz gleichmaBig ernahrt wurden. Das Alter 
der Tiere schwankte zwischen 6 Monaten und 4 Jahren; sie gehérten ver- 
schiedenen Rassen an (16 Weser-Leine-Schafe, 12 Merino-Fleischschafe, 
14 schwarzképfige Schafe). Von diesen 42 Schafen wurden bei 17 Tieren 
auch der Gehalt des Blutes an Ca und P festgestellt. Bei weiteren 88 Schafen 
wurde gleichfalls der Ca- und P-Gehalt des Blutes untersucht. 

Die Blutentnahme erfolgte regelmaBig morgens vor der neuen Fiitterung. 
Die Schafe hatten vor dieser mindestens 48 Stunden Stallruhe genossen. 
Unmittelbar vor der Blutentnahme wurden die Tiere gewogen. Um irgend- 
welche Beeinflussungen des Blutbildes durch Aufregung usw. zu_ ver- 
meiden, wurde vor wie waihrend der Entnahme mit gr68tmdéglichster Ruhe 
und Geduld vorgegangen, ohne daB es immer gelang, Unruheerscheinungen 
bei einzelnen Tieren ganz auszuschalten. Bei manchen Schafen gestaltete 
sich die Blutentnahme recht schwierig. Ohne eine gréBere Zahl von Hilfs- 
personen (fiinf bis sechs) war im allgemeinen eine Blutentnahme bei Schafen 
nicht ohne weiteres zu bewerkstelligen. Mit Hilfe eines Aufhangeapparats 
gelangten wir spater leichter zum Ziele. Das Blut (300 cem) wurde durch 
eine Hohlnadel der V. jugularis entnommen, was gewohnlich in einer Zeit 
von 2%/, bis 3!/, Minuten sich vollzog. Die Untersuchungen wurden un- 
mittelbar nach der Blutgewinnung vorgenommen. Die Temperatur des 
Entnahmeraumes schwankte zwischen 13 und 22!/, Grad. 

Das im Blute vorhandene Calcium wurde nach der Methode von 
Pincussen, der Phosphor nach der Methode von Briggs, der Zucker nach 
Hagedorn-Jensen bestimmt. 

Das spezifische Gewicht von Blut und Serum wurde auf pyknometrischem 
Wege unter Ausschaltung des Fehlers, der durch Zusatz gerinnungs- 
hemmender Mittel bewirkt wird, bestimmt. Die Methode hat Luy! genauer 
beschrieben. 

Zur Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration im vendsen Voll- 
blut diente die elektrometrische Methode unter Beriicksichtigung der von 
Luy' angegebenen VorsichtsmaBregel zur Verhiitung des CO,-Verlustes 
beim Fiillen der U-Elektroden. Als Nullinstrument wurde ein Spiegel- 
galvanometer von Siemens & Halske mit einer Empfindlichkeit von 
5.10-* Volt fiir 1mm auf 1m benutzt. Kompensiert wurde mit dem 
Kompensationsapparat nach Raps. 

Zur Messung der Viskositdt von Blut und Serum, bezogen auf H,O l, 
wurde das Viskosimeter von Hess verwendet. 

Die Feststellung der Gefrierpunktserniedrigung erfolgte mit der Apparatur 
von Friedenthal und einem Beckmann-Thermometer. 

Der Reststickstoff im Schafblut wurde nach dem Verfahren von Pincussen, 
die Alkalireserve mit der van Slykeschen Apparatur nachgewiesen. 


1 P. Luy, Chem. u. physikochem. Unters. d. Blutes u. Serums norm. 
u. an infekt. Anamie erkrankter Pferde. Hannover 1930. Verlag M. u. 
H. Schaper. 
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Tabell 
Datum = = 
Nr. derEnt- & Geschlecht Rasse Alter z Ca-%, P 
nahme 5 a 
oC kg 
1 /16.1V. — Hammel Weser-Leine-Schaf 1 Jahr 50 
2 20. IV. - = 3 Jahre 53 — 
3 24. IV.) 13 : ee? 65 8,80 7,06 
4 24. 1V. 13 a * we 3 62,2 9,54 5.61 
S28. Iv.j1a | 5 | ‘ Sie 697 — 
6 28. 1V. 14 - ‘ Sy 78.5 — 
7 1. V.1 18 Schaf | Merino-Fleischschaf Alter als4Jahre 66 8,91 9,26 
8 1. V.| 13 Dasselbe 73,5, 8,86 6,76 
9) 4 V.) 19 rn ‘ 49 _ 
10 4. Vv. 19 ‘ . it) an 
11 5. V.1| 16 * ‘ j 90 9,02 9,29 
12 || 5. V.| 16 Y ‘ . 70 8,59 6,78 
13 || 8. V.|| 18 a Weser-Leine-Schaf 4 Jahre 55 8.82 9.59 
14, 8. V.| 18 i ‘ Alter als4Jahre 55 8,61 9,09 
15 | 9 V.1 15 * iM Dasselbe 58 - 
16 | 9. V.1 15 “ Merino-F leischschaf * 57 
17 ||11. V.| 16 z Weser-Leine-Schaf 61 -- 
18 11. V. 16 “ a " 49 
19 | 15. V./| 18,5 " : 61 — 
20 |15. V.! 18,5 _ - is 70 - 
21 16. V.) 20 ‘ Merino-Fleischschaf “ 55 610,68 5,91 
22 ||16. V./| 20 a Schwarzk. Fleischschaf “i 71 (10,57 4,73 
23 ||18. V.j 19 . | Merino-F leischschaf 4 Jahre 54 
24 18. V.) 19 ra | Schwarzk. Fleischschaf Alter als4 Jahre 78 _ 
25 19. .V. | 18 Bock Dasselbe 3/, Jahr 35 - 
26 19. V./ 18 . “ . 39 - 
27 29. V.|| 225 A 3), 51 | 10,88 8.10 
28 |29. Vv. 225) 3,” ee 
29 30. V., 22 Ms v Mag 36 =6:10.40 8.35 
30 30. V. 22 : Merino-Fleischschaf Whig 41 10,18 6,11 
31 || 1. VI.jj 21 a Schwarzk. F leischschaf i « 56 
32 «1. VI. 21 . Dasselbe Pa 46 — 
83. 5. VI. 17,5. Schaf v Ye 36 _ 
34° 5. VI. 17,5 Hammel) Merino-Fleischschaf Pte 36 
85 | 8. Vr.17,5)  , 3 ae Bi 
36 | 8. VL.) 17,5 . Schwarzk. Fleischschaf ong 41 - 
37. 9. VI. 18,5 Schaf Weser-Leine-Schaf i, 31 _ 
38 | 9. VI. 18,5 ‘ Schwarzk. Fleischschaf eid 29 — 
39 10. VI. 18,5 4 Weser-Leine-Schaf a 31 7,98 5,5 
40 10. VI. 18,5 Hammel Schwarzk. Fleischychaf ie 36 8,73 6,62 
41 11. VI. 19,5 Schaf Dasselbe Me yy 31 8,05 6,1 
42 11. VI. 19,5 “ Weser-Leine-Schaf on 36 9,02 6,6 


* Jeder Wert ist der Mitielwert von drei Feststellungen. 
** Jeder Wert ist der Mittelwert von einer Doppelanalyse. 


me in 


or 
‘om Blut 


re 


100 « 


So S> wt ‘ 
— Ow Ie 


ro) 


> > 
coc col 


= a ee | 
cower = 


-<o =~ 
+ to 





Spez 








Ob 
0.61 


426 


76 


9,29 
3,78 
4.59 
9,09 


S10 


8.35 
6.11 


6,62 
6,15 
6.6) 





Chem. u. physiko-chem. Untersuchungen d. Blutes 


gesunder Schafe. 


263 





me in 


‘ 
‘om Blut 


100 « 


- te ‘ 
— wwe —i 


Spez Gewicht 


Serum 
180 


1,0253 
1,0227 
1,0293 
1,0254 
1,0245 
1,0261 


1,0271 


1,0254 
1,0257 


1,0244 
1,0252 
1,0281 
1,0271 
1,0261 
1,0257 


1,0250 
1,0259 
1,0261 
1,0214 


1,0249 | 


1,0242 


1,0231 | 


1,0275 
1,0247 
1,0240 
1,0245 
1,0254 
1,0285 
1,0221 


1,0247 | 


1,0247 
1,0247 
1,0240 
1,0268 
1,0231 


~ 


“IIs 1 =) 
“I we) 
oor 


ork Crore 


S 
*5 
or 


oro 


Om ih Om bh bP hh PP iP bP eb Orb Oh OrOr tr | 
c DID Seo oGwe | 


Crorg oror 


— a 


*s 


~ 


ooo Or 


Se Me Meet Met Bint Bhat Mt tt Ee Ms ss Bs ss ee Bt Be et Me | 
— ISIS 1 OTs DS © tO 


wo or 


H-Ionen- 
konzentration * 


Tem- 
peratur 
0 "if 


18 
18 
19 


19 
19 
19 


19 
19 


18 
18 


16 


— sO oro ee =~1 & 
i 


BASDWOeRZHSO 


— 
= 


APP PPh RR OES 
OO Orbe 


[oe 


ye 


~~ 
> 


” 


o= 


ae: 
i 


Viskositat 


Serum 


1,90 
2,00 
1,80 
1,90 


2,10 


~) 
& 


eSYIoausu] 


— ee et et 
»2wWOomooUnNe 


-~ 
S 


> E30 Gor Et G1 GD Go tO 


— 
— 


Go So So Go or 


1S 


anasto 
“I Ot > Co 


ey 
Se SetS 
Coro 


| 


Gefrier- 
punkts- 
erniedri- 
gung 


0,597 


0,571 ; 2 


0,539 
0,562 


— 0,560 


0,582 
0,572 


0,573 


0,535 
0,540 


0,565 
0,576 
0,600 
0,596 
0,585 
0,594 


— 0,574 


0,593 
0,599 


0,543 
0,549 


— 0.550 


0,543 


~ 0,553 


0,562 
0,539 
0.589 
0,587 
0,537 
0,562 
0,543 





50.0 
38.8 
57.5 
48.8 
47,6 
41.1 
49,9 
43,8 


Bemerkungen 


Sehr mastiger 
Ernahrungs 
zustand 

Sehr mastiger 
Erna&hrungs- 
zustand 


Sehr mastiger 
Ernahrungs- 
zustand 


Von jetzt ab 
Benutzung des 
Hiingeapparats 





264 A. Trautmann, P. Luy u. J. Schmitt: 


Die Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutkérperchen der Schafe wurde 
in Réhrehen von 2,5mm Weite beobachtet. Der Héhe der Blutséule, die 
195,5mm_ betrug, entsprach eine Einteilung des Senkungsréhrchens in 
200 gleiche Abschnitte. Zur Untersuchung wurde 0,1 °,iges Oxalatblut 
verwendet, das bei der Entnahme direkt aus der Hohlnadel in einen Schiittel- 
zylinder, in dem sich das fein gepulverte Oxalat befand, unter leichtem 
Schiitteln des GefiBes geleitet wurde. Die Réhrchen wurden genau vertikal 
aufgestellt. Nach Ablauf von je 2 Stunden wurde die erfolgte Senkung ab- 
gelesen. Der letzte Wert des Tages wurde um 19 Uhr und der erste um 
7 Uhr festgestellt. Gewéhnlich wurden die Beobachtungen 56 Stunden 
nach Beginn des Versuchs eingestellt. 


In der Gesamttabelle I sind simtliche gefundenen Werte zu- 
sammengestellt. Im folgenden werden die in den einzelnen Richtungen 
gewonnenen Ergebnisse kurz besprochen werden. 

Der Calcium- und Phosphorgehalt des Blutes wurde, wie bereits 
vorn angedeutet, an einem Teil der Schafe festgestellt, die in 
der Haupttabelle I angegeben worden sind. Wir haben auberdem 
noch an weiteren 88 Schafen und 4 Ziegen das Blut auf Calcium und 
Phosphor untersucht. Die erhaltenen Werte sind aus der Tabelle II 
ersichtlich. 


Der Calciumgehalt des Blutserums betrégt bei diesen 105 Schafen 
(51 Hammeln, 46 weiblichen Schafen, 8 B6cken) im Durchschnitt 10,44mg-%%, 
Ca. Der Durchschnittsgehalt an Calcium belauft sich bei den 51 Hammeln 
auf 10,25 mg-°,, bei den 46 weiblichen Schafen auf 10,17 mg-°,, bei den 
8 Schafbécken auf 10,23 mg-°% Ca. Bei 88 Tieren liegen die Werte 
zwischen 8 und 12 mg-°%% Calcium. Die Schwankungsbreite liegt zwischen 
5,10 bis 16,60°%. Unterschiede im Geschlecht scheinen nicht zu bestehen. 

Der Phosphorgehalt des Blutserums betragt bei den 105 Schafen (51 Ham- 
meln, 46 weiblichen Schafen, 8 Bécken) im Durchschnitt 7,43 mg-°, P. 
Der Durchschnittsgehalt an Phosphor beléuft sich bei 51 Hammeln auf 
7,83 mg-°%, bei 46 weiblichen Schafen auf 6,84 mg-%, bei 8 Schaf- 
bécken auf 8,32 mg-°, P. Die Schwankungsbreite liegt zwischen 3,85 bis 
11,70°. Bei 91 Tieren liegen die Werte zwischen 5 bis 10 mg-°, Phosphor. 
Mannliche Tiere besitzen einen héheren Phosphorspiegel als weibliche. 

Der Durchschnittsgehalt des Blutserums betragt bei den vier Ziegen 
an Calcium 9,43 mg-%, an Phosphor 8,56 mg-%,. 

Abderhalden fand durch Gewichtsanalyse nach Veraschung im Serum 
des Schafblutes 0,0131 bzw. 0,0117 g-°, CaO und 0,0073 bzw. 0,0085 g-°, 
anorganischen Phosphor, fiir die Ziege 0,0121 g-°, CaO und 0,0070 g-% an- 
organischen Phosphor. Mazzocco stellte beim Schafe im Blutserum (Citrat- 
blut) 11,0 mg-°, Ca und bei der Ziege 10,6 mg-°, Ca fest. 


Das spezifische Gewicht des Blutserums des Schafes schwankt 
bei 18° zwischen 1,0212 bis 1,0293. Der Mittelwert betragt 1,0250. 
Boécke haben mit 1,025] den, héchsten Mittelwert, Schafe mit 1,0249 
den niedrigsten. Der Wert fiir Hammel liegt dazwischen (1,0250). Da 
die Dichte des Serums hauptsichlich vom Gesamteiweibgehalt des 
Serums abhangt, scheint der GesamteiweiBgehalt und mit ihm das 
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Zusammenstellung der an 88 Schafen gewonnenen Werte fiir den Ca- und 
Phosphorspiegel im Blutserum. 
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ro 


DBrID ore 


ochieckt Alter 
W. 5—6 Jahre 
H. 2 z 
H. 2 r 
H. 1! e—2 ys 
H. 11/,—2 : 
H. 11/,—2 7 
H. 13/,— = 
H. 93 : 
H. D) : 
H. 9—-3 - 
H. 1g - 
W. 11/,—2 ; 
W. 1 Jahr 
H. 2 Jahre 
W. 1 Jahr 
H. Jot 1 i 
H. 3),—1 : 
H. 3/,—1 : 
W. 2 Jahre 
H. 1 Jahr 
W. 2 Jahre 
B. 2 
W. a: 
W. BY Y 
W. 4 
H. 9 1 
H. 2 z 
H BY, 
H YW, , 
H ms . 
H — . 
H a 
H YM, , 
H - . 
H. ae 
H. 1 Jahr 
W. 1 % 
H. 1 . 
H. 3 Jahre 
H. 2 A 
H. 2 2 
H. Wy, 
H. 10 Monate 
W. 1 Jahr 
H. 1 
H. 1 3 
H. 1 a 
H. 1 : 
H. 1 : 
ma. 4 Risa 


W. weibliches Schaf. 


Gewicht 
kg 


71 
45 
40 
40 
48 
48 
60 
60 
45 
421), 
254, 
40 
53 
50 
38 
36 
371/, 
48 
47 
40 
45 
30 
47 
45 
50 
54 
371\, 
35 


H. Hammel. 


Ca-9/, 


11,70 


16,60 
10,75 
11,28 
5,10 
13,30 
12,84 
13,50 
12,69 
12,94 
11,16 
11,75 
12,34 
12,18 
12,99 
10,86 
8,02 
9,54 
9.03 
9.87 
9,60 
9.65 
10,30 
9,95 
9.48 
10,82 
9,78 
10,09 
11,40 
9,97 
10,20 
10,40 
10,00 
11,17 
11,00 
11,70 
10,85 
9,90 
10,10 
9,80 
9.87 
6,73 
7,00 
9,70 


Schafbock. 
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Tabelle II (Fortsetzung). 
Nr. schlecht Alter coeeme Ca-° p- 
kg 
51 H. 3/, Jahr 35 7,40 8.40 
52 H. ae 45 9.15 8.30 
53 H. 15), Jahre 60 10,20 6,50 
B4 |) OW. uu. 49 9,90 6,78 
55 H. 2 _ 52 10,17 9,02 
56 B. 1 Jahr 35 11,60 9,72 
57 B. 3 Jahre 59 10,63 7.52 
58 H. 1 Jahr 55 10,93 8.49 
5Y W. 1 . 40 11,15 7,52 
60 H. 1 48 11,00 11,17 
61 W. 1 45 8,55 3.85 
62 W. 1 ~ 42', 10,58 6,0) 
63 B. ae 37", 7,60 6,20 
64 W. 1 é 40 10,50 4,18 
65 H. 2 Jahre 55 9.80 6.69 
66 H. 1 Jahr 35 9,80 7.80 
67 H. 1 - 36 9.07 4.58 
68 W. 1 40 10.33 8,13 
69 H. 1 ” 50 10,00 8,79 
70 W. 3 Jahre 3715 9,27 6,94 
71 Ww. 1 Jahr 55 12,03 5,47 
72 W. 50 11,10 6,00 
73 W. 1 Jahr 45 11,33 6,00 
74 W. 1 4 59 10,87 8,15 
75 W. 53,8 10.30 4,90 
76 W. 53,2 9.35 8,14 
77 W. 45,7 10,00 6,72 
78 W. 44.2 8.62 5,32 
79 W. 5,2 10,28 4.17 
80 W. 54,8 9,20 7,52 
81 W. 57.4 11.00 5,02 
82 W. 60.5 10.22 6.98 
83 W. 36.4 991 5,27 
84 H. 3), Jahr 32 11,43 8.40 
85 W. 4 Jahre 45 10,47 7.59 
86 W. 4 421), 10,35 9,89 
87 W. 4 441), 10,70 6,89 
88 W. 4 55 10,29 6,06 
W. = weibliches Schaf. H. = Hammel. B. = Schafbock. 
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spezifische Gewicht des Serums alterer Tiere itiber dem der jiingeren 


one 


Tiere zu liegen. (Mittel 1,0253 gegen 1,0245.) 

Die Dichte des Schafblutes schwankt bei 18° zwischen 1,0454 und 
1,0550; Mittelwert 1,0501. 

Je gréBer die Zahl der Erythrocyten, um so hoéher ist das spezifische 
Gewicht des Blutes. Bécke haben eine héhere Erythrocytenzahl als 
Schafe, jiingere Tiere eine héhere als altere. In UCbereinstimmung 
hiermit ist auch der Mittelwert der Blutdichte der Bécke mit 1,0518 
hoher als der der Schafe mit 1,0490 (die Hammel liegen mit 1,0517 
dazwischen), der der jiingeren Tiere mit 1,0509 héher als der der alteren 
Tiere mit 1,0493. Rassenunterschiede scheinen nicht zu bestehen. 

Bei einer Temperatur von 18 bis 19° betragt die Wasserstoffionen- 
konzentration des Schafblutes im Mittel 7,48. Die Schwankungsbreite 
geht von pu 7,40 (20°) bis pu 7,58 (18°). 

Die Blutviskositat der Schafe schwankt zwischen 4,0 und 5,4, 
Mittelwert 4,72. Nach Kaucko sind bei den Hauswiederkauern die Vis- 
kositatswerte des Ziegenblutes héher (4,69), die des Rinderblutes nach 
Bonnier erheblich niedriger (3,19). Das Geschlecht hat auf die Viskositat 
keinen EinfluB, denn die bei Schafen, Hammeln und Bécken gefundenen 
Werte sind fast gleich. 

Die Serumviskositat der Schafe schwankt zwischen 1,53 und 2,18; 
Mittelwert 1,70. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Geschlechtern 
sind nicht sehr groB: Schafe 1,80, Hammel 1,74, Bécke 1,72. 

Bedeutender sind dagegen, wie auch bei der Blutviskositat, die 
Unterschiede bei den einzelnen Rassen: Weser-Leine-Schafe 1,82, 
Merino-Fleischschafe 1,77, schwarzképfige Fleischschafe 1,60. Jiingere 
Tiere haben eine um 0,20 niedrigere Serumviskositat als altere. 


Die Gefrierpunktserniedrigung des unveranderten vendsen Schaf- 


blutes liegt zwischen — 0,535 und — 0,600°C, der Mittelwert betragt 
0,567° C. Nach dem Geschlecht beobachtet, haben die Schafe die 
groBte Gefrierpunktserniedrigung (Schwankungsbreite 0,539 bis 
— 0,599°, Mittelwert 0,571°C). An nachster Stelle stehen die 
Bécke (Schwankungsbreite 0,542 bis 0,591°,  Mittelwert 
0,564°). Es folgen dann als letzte die Hammel (Schwankungsbreite 
0,537 bis 0,597°, Mittelwert 0.5599 C). Nach Rassen ein- 
geteilt erreichen die héchsten Werte die Weser- Leine - Schafe 
(Schwankungsbreite 0.539 bis 0,600°, Mittelwert 0,576" C), 


denen sich die schwarzképfigen Fleischschafe (Schwankungsbreite 
0,537 bis — 0,590°, Mittelwert — 0,564° C) und die Merino-Fleisch- 


schafe (Schwankungsbreite — 0,535 bis 0.5949, Mittelwert 0.5608 C) 
anschlieBen. 
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Der Blutzuckergehalt schwankt zwischen 40 und 100 mg in 100 cem 
vendésem Schafblut. Der Mittelwert betragt 63,9 mg. 


Dieser Mittelwert liegt zwischen dem von Wishard (68 mg) und 
dem von Volker (51,8 mg) angegebenen. Die Schwankungsbreite von 
40 bis 100 mg ist gréBer als die von Volker (44 bis 61 mg) und von 
Scheunert und v. Pelchrzim (51,1 bis 89,9 mg) festgestellte. Das beruht 
wohl auf der wesentlich gréBeren Anzahl der Tiere, die in unserem 
Institut untersucht wurden. 


Je reger der Stoffwechsel und je héher die Oxydationsfaihigkeit 
der Gewebe sind, um so geringer ist der Blutzuckergehalt. Bécke haben 
deshalb einen geringeren Blutzuckergehalt (im Mittel 60,6 mg) als 
Schafe (im Mittel 67,2 mg), jiingere ‘liere einen niedrigeren (im Mitte} 
62,7 mg) als altere (im Mittel 64,5 mg). Ebenso liegen die Werte fiir 
iibermaBig fette Tiere erheblich tiber dem Durchschnitt. 


Infolge der Kastration tritt beim Hammel eine Senkung des Blut- 
zuckergehalts ein (Mittelwert 58,7 mg). Danach liegen beim kastrierten 
Schafe gleiche Verhaltnisse, wie sie von Kubesser bei kastrierten Haihnen 
festgestellt worden sind, vor. Bei diesen findet sich eine dauernde, 
bestehenbleibende Abnahme des Blutzuckergehalts. 


Anderung der Aufenthaltstemperatur um insgesamt 9,5° beeinfluBt 
den Blutzuckergehalt nicht. 


Der Rest-N-Gehalt in 100 ccm. Schafserum schwankt zwischen 
13,2 und 40,6 mg. Der Mittelwert betragt 28,1 mg. Die Schwankungs- 
breite sowie der Mittelwert stimmen mit dem in der Literatur an- 
gegebenen Wert annahernd iiberein. Quagliariello stellte einen Mittel- 
wert von 25, Scheunert und v. Pelchrzim eine Schwankungsbreite von 
21,8 bis 42,9, Zimmer eine solche von 22 bis 43 (Mittelwert 32,5) fest. 


Je lebhafter der Stoffwechsel der Tiere, um so héher ist der Rest- 
N-Gehalt des Serums. Bécke haben deshalb den héchsten Rest-N- 
Gehalt (Mittel 30,3 mg), Schafe den geringsten (Mittel 26,8 mg), 
Hammel stehen in der Mitte (Mittel 28,7 mg). 


Ebenso haben junge Tiere einem lebhafteren Stoffwechsel und 
deshalb héhere Rest-N-Werte (Mittel 29,2 mg) als altere Tiere (Mittel 
27,2 mg). 

Die Weser-Leine-Schafe haben als Landschafrasse einen regeren 
Stoffwechsel und héhere Rest-N-Werte (Mittel 30,0 mg) als Kultur- 
und Mastrassen (Merino-Fleischschafe 25,9 mg im Mittel und schwarz- 
képfige Fleischschafe 28,5 mg im Mittel). 


Die Alkalireserve des Blutplasmas vom Schafe (in 100 ccm Plasma 
als Bicarbonat gebundene CO, bei 0° C und 760 mm Hg- Druck) betragt 
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im Mittel 47,86 Vol.-°, (Schwankungsbreite 38,8 bis 57,5 Vol.-°,)?. 
Die héchsten Werte finden sich im Plasma der weiblichen Tiere (Schwan- 
kungsbreite 39,8 bis 57,5, Mittelwert 49,16 Vol.-°,), die niedrigsten 
dagegen bei den Bécken (Schwankungsbreite 38,8 bis 52,0, Mittelwert 
45,96 Vol.-°,.). Zwischen beiden liegen die Werte fiir Hammelblut- 
plasma (Schwankungsbreite 41,1 bis 55,2, Mittelwert 46,60 Vol.-°,), 
also naher bei denen der Bécke als bei denen der Schafe. E/ftisnescu 
stellte bei Pferden bei mannlichen Tieren héhere Werte fest als bei 
weiblichen. 


Von den Rassen weisen die Merino-Fleischschafe die Héchstwerte 
(Schwankungsbreite 39,8 bis 56,7, Mittelwert 48,40 Vol.-°,) auf; es 
folgen die Weser-Leine-Schafe (Schwankungsbreite 41,0 bis 57,1, 
Mittelwert 48,10 Vol.-°,) und die schwarzképfigen  Fleischschafe 
(Schwankungsbreite 38,8 bis 57,5, Mittelwert 47,14 Vol.-°,). Die 
Rasse hat demnach kaum EinfluB auf die Alkalireserve. 


Uber 1 Jahr alte Tiere haben im Mittel um 2,06 Vol.-°, héhere 
Werte der Alkalireserve als unter 1 Jahr alte. Danach scheint das 
Alter der Tiere entgegen der Auffassung von EH/tisnescu doch einen 
EinfluB auf die Alkalireserve zu haben. Obuch glaubt, daB das Alter 
eine nicht unerhebliche Rolle spielt. Newmayer findet bei jiingeren, 
Vladesco bei alteren Rindern die héhere Alkalireserve. 


Muskeltatigkeit vor der Entnahme setzt je nach dem Grade ihrer 
Starke die Alkalireserve mehr oder weniger herab. (Vergleiche Schaf 
Nr. 17, das vorher stark gehetzt worden war, mit Schaf Nr. 35, das 
sich véllig ruhig bei der Blutentnahme verhielt.) 


Die Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutkérperchen verlauft 
im Schafblut auBerordentlich langsam. Nach 12 Stunden beobachtet 
man eine Senkung von genau 3 Teilstrichen bei einer Héhe der Gesamt- 
blutsiule von 200 Teilstrichen. Nach 24 Stunden wurden 6,1 Teil- 
striche festgestellt. Von 24 bis 38 Stunden besteht durchweg ein Wert 
von 6,1 bis 6,2. Nach 42 Stunden sind 7, nach 48 Stunden 9,2 und nach 
56 Stunden 11 Teilstriche erreicht. Die Senkungsgeschwindigkeit der 
roten Blutkérperchen des Schafes ist der fiir Rinderblut gefundenen 
sehr ahnlich. Genau wie Fiedler, der die Senkungsgeschwindigkeit 


' Es muB bemerkt werden, daB mdglicherweise die Werte fiir die 
Alkalireserve des Blutes im allgemeinen wohl etwas héher liegen. Bei den 
Schafen ist es nicht so leicht méglich, wie z. B. bei Pferd und Rind, Blut 
aus der V. jugularis zu entnehmen. Letztere Tiere verhalten sich in der 
Regel dabei ganz ruhig. Schafe dagegen striuben sich schon gegen die 
Trennung von ihren Stallgenossen und meist gegen alle MaBnahmen, die 
man mit ihnen bei der Blutentnahme vornehmen mu. Jede Muskeltatigkeit 
hat aber einen EinfluB auf die Alkalireserve (Neumayer). 
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des Rinderblutes untersuchte, kann festgestellt werden, daB bei 
graphischer Darstellung die Senkung des Schafblutes anndhernd in 
einer Geraden verlauft. 
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Zur Kenntnis der Serumproteine. 


(Gleichzeitig eine Bemerkung zu den Arbeiten von B. Lustig: Zur Kenntnis 
der Unterfraktionen der Globuline und Albumine im Serum’.) 


Von 


Adolf Sehmitz, Bremen. 


( Eingegangen am 3. September 1931.) 


Seiner vierten Mitteilung iiber die Unterfraktionen der Globuline im 
Serum® fiigt B. Lustig einen Absatz an, der zu meiner in der Klinischen 
Wochenschrift im Druck befindlichen Abhandlung: Zur Kenntnis der 
Serumkolloide im normalen und pathologischen Zustande, wohl in Art 
der Abfassung, nicht aber in den SchluBfolgerungen eine Duplizitat darstellt. 

Die Vorstellungen K. H. Meyers und Sérensens iiber die Struktur der 
hochmolekularen Stoffe auf seine bisherigen Arbeiten anwendend, ist 
Lustig der Ansicht, daB mit Hilfe der von ihm angewendeten Trennungs- 
methoden eine Trennung der Serumproteine in konstante chemische und 
physikalische Eigenschaften aufweisende Unterfraktionen stattfindet, was 
seine experimentellen Ergebnisse voll bestitigen. Ebenfalls die Vor- 
stellungen Meyers und Sérensens anwendend, auBerdem aber die Ergebnisse 
von The Svedberg und Mitarbeitern* und von J. Groh und E. Faltin* be- 
riicksichtigend, komme ich auf Grund meiner Untersuchungen zu der 
Ansicht, daB8 die bisherigen Trennungsmethoden wohl zu unter sich kon- 
stanten Fraktionen fiihren mégen, nicht aber zu den praformierten Kom- 
ponenten oder gar zu chemischen Individuen. Allerdings will Lustig sich, 
wie er in der ersten Mitteilung® schreibt, nicht festlegen, ,,daB die einzelnen 
Fraktionen auch chemische Individuen darstellen miissen**. 

Wir untersuchten bisher die Proteinfraktionen von tiber 100 mensch- 
lichen Seren. Was die Methode betrifft, méchte ich auf die im Druck be- 
findliche Abhandlung in der Klinischen Wochenschrift verweisen. Hier 
sei nur kurz erwaihnt, daB wir im auBerordentlich stark verdiinnten Serum 
durch steigende Ammonsulfatkonzentration Triibung hervorrufen, diese 
mit dem Stufenphotometer messen und das Ergebnis als Kurve darstellen. 


' Diese Zeitschr. 225, 247, 1930; 231, 139, 1931; 231, 472, 1931. 
2 Ebendaselbst 238, 307, 1931. 

3’ Kolloidzeitschr. 51, 10, 1930. 

* Zeitschr. f. physiol. Chem. 199, 13, 1931. 

5 Diese Zeitschr. 225, 250, 1930. 
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In allen bisher untersuchten Fallen hat sich ergeben, da®B auch in 
starkster Verdiinnung, also bei praktisch vollkommener Dissoziation der 
Proteinkomponentensysteme (Sdérensen), fiir Ammonsulfat eine nicht- 
fillende Zone nur zwischen Albumin und Globulin existiert. In einer 
Verdiinnung des Serums von |: 1500 beginnt die Ausfaillung des Globulins 
bei einer Ammonsulfatsaéttigung von 40",,, sie steigt ohne Intervall gerad- 
linig an bis zu 50- bis 55”, iger Ammonsulfatséttigung. Dann folgt die 
nichtfallende Zone. Zwischen 70- bis 75”,iger Sattigung fallt im normalen 
Serum das gesamte Albumin ohne Intervall. Eine Teilung des Globulins 
in 2 Teile (Eu- und Pseudoglobulin) oder des Albumins in 3 Teile mit Hilfe 
der Ammonsulfatfdllung erscheint willkiirlich und nicht berechtigt. Ebenso 
kénnte man 5, 10 oder 20 Unterabteilungen machen. Erkennt man die 
Aufteilung in Eu- und Pseudoglobulin nicht an, dann fallen ohne weiteres 
die erst auf dieser Trennung beruhenden weiteren Aufteilungen. Nach 
unseren bisherigen Ergebnissen, in Ubereinstimmung mit den Vorstellungen 
Meyers, Sérensens und Svedbergs, ist die Aufteilung der Serumfraktionen 
in der Art, wie sie von Lustig ausgefiihrt wird, nicht im wahren Zustande 
der Serumkolloide begriindet, sie liegt meines Erachtens in Art und An- 
wendung der Methodik, ist also nicht objektiv. Es bleibt die Frage, ob 
eine vollendete subjektive Aufteilung einer unvollkommenen objektiven 
vorzuziehen ist. 

Die Spar- und AbbaumaBnahmen des Bremer Staates, die mir wahr- 
scheinlich eine Weiterfiihrung der Untersuchungen nicht in dem MaBe 
erméglichen, wie sie wiinschenswert ware, veranlassen mich schon heute 
vor AbschluB meiner Arbeiten zu dieser Stellungnahme. 
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